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Euroopan pintavesien yleistä suojelua ohjaa vuonna 2000 voimaan tullut vesipuite-
direktiivi (2000/60/EY). Siinä on esitetty vesiensuojelun tavoitteet, seurannan
lähtökohdat, yleisohjeet vesien luokittelulle sekä vesien ominaisuuksien ja vesis-
töön kohdistuvien ympäristöpaineiden kartoitukselle. Ekologisen luokittelun
perustan muodostavat vesieliöstö sekä vesikemia ja habitaatit niiden elinympäristö-
nä. Direktiivi edellyttää, että tutkimuksissa ja seurannoissa tulee, mikäli mahdollis-
ta, käyttää olemassa olevia ISO- ja EN-menetelmästandardeja. Yhdenmukaisten
menetelmien käyttö parantaa tutkimustulosten ja vesistöjen ekologisen tilan
vertailtavuutta Euroopassa.
Tähän ohjeistoon on koottu keskeisimmät Suomessa käytössä olevat ja käyttöön
soveltuvat vesibiologiaa kuvaavat tutkimusmenetelmät sekä aiheeseen liittyvät
kansalliset ja kansainväliset standardit.
Ohjeistossa on kuvattu:
– Vesien tilan arvioinnissa käytettäviä menetelmiä
– Biologisia testejä
– Ekotoksikologisia  tutkimusmenetelmiä
– Kertyvyystutkimuksia
– Kemikaalien biologiseen hajoavuuteen liittyviä menetelmiä
– Näytteenottoa
– Laadunvarmistukseen liittyviä asioita
Ohjeiston tarkoituksena on antaa kokonaiskuva menetelmistä sekä helpottaa niiden
valintaa ja käyttöä. Sen valmistelusta on vastannut SYKEssä toimiva Biologisten
vesitutkimusmenetelmien standardisointityöryhmä.
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Johdanto
Vesistöjen tilan arviointi edellyttää laajoja tutkimus- ja seurantaohjelmia, joiden
perustana on monipuolinen metodiikka. Limnologisessa tutkimuksessa käytetyt
menetelmät jaetaan yleensä vesikemiallisiin, biologisiin ja mikrobiologisiin mene-
telmiin. Biologiset menetelmät kuvaavat vesiekosysteemin biologisia ilmiöitä, fysi-
kaalis-kemialliset menetelmät antavat tietoa ekosysteemin abioottisesta osasta ja
useimmat mikrobiologiset menetelmät kuvaavat vesistöjen hygieenistä tilaa.
Nykyisin Euroopan pintavesien suojelua ohjaavat useat EU direktiivit. Vesien
laadun kannalta tärkein direktiivi on joulukuussa vuonna 2000 voimaan tullut ve-
sipuitedirektiivi (2000/60/EY), Directive of the European Parliament and of the Coun-
cil establishing a framework for Community action in the field of water policy (Wa-
ter Framework Directive /WFD, VPD). Siinä on annettu jäsenmaille puitteet, joiden
mukaisesti vesistöjä suojellaan. Direktiivissä on esitetty vesiensuojelun tavoitteet
(artikla 4), seurannan lähtökohdat (artikla 8, liiteV) ja yleisohjeet vesien luokittelul-
le (liitteet II ja V) sekä vesien ominaisuuksien ja vesistöön kohdistuvien ympäristö-
paineiden (= kuormitus) kartoitukselle (liite II). Direktiivin päätavoitteena on es-
tää vesistöjen likaantuminen sekä suojella ja parantaa vesiekosysteemien tilaa, edis-
tää kestävää vedenkäyttöä sekä pienentää tulvien ja kuivuuden vaikutuksia.
Direktiivissä on esitetty lähtökohdat vesistöjen tyypittelylle ja ekologiselle luo-
kittelulle. Luokittelun perustana on ensin tehtävä pintavesityyppien määrittely
(vesistöjen tyyppijako). Kullekin tyypille määritellään vertailuolot, jotka ovat läh-
tökohtana luokittelulle. Tyypittely ja luokittelu tehdään erikseen jokivesille, järvil-
le ja rannikkovesille. Rannikkovesiin kuuluvat myös jokisuiden vaihettumisvyö-
hykkeet. Hyvän ekologisen ja kemiallisen tilan saavuttaminen on pintavesiä kos-
kevien tavoitteiden keskeinen osa.
Direktiivin mukaisen ekologisen luokittelun perustan muodostavat vesieliös-
tö (plankton, vesikasvit, pohjaeläimet sekä kalat) ja toisaalta vesi (kemiallinen laatu
ja habitaatit) niiden elinympäristönä. Ekologisen tilan luokittelussa on direktiivin
mukaan viisi luokkaa, erinomaisesta huonoon. Erinomainen luokka vastaa vertai-
luoloja. Muilla luokilla kuvataan ihmisen toiminnan aiheuttamien muutoksien
määrää vesistöissä.
Myös seurantojen järjestäminen on tärkeä osa direktiivin toimeenpanoa. Direk-
tiivi jakaa seurannat kolmeen osa-alueeseen, joita ovat: perusseuranta, toiminnalli-
nen seuranta ja tutkimuksellinen seuranta. Seuranta tulee perustumaan samojen bio-
logisten muuttujien käyttöön kuin luokittelukin. Seurantatulosten avulla tulee vesi-
muodostumien luokittelu viiteen luokkaan olla mahdollista (VPD, liite V;1.3).
EU-direktiivit edellyttävät myös, että tutkimuksissa tulee käyttää mieluimmin
kunkin määrityksen kohdalla vastaavaa ISO- tai EN-standardia. Suomen ympäris-
tökeskus vastaa Suomen Standardisoimisliitto SFS ry:n toimialayhteisönä veden
laatuun liittyvien kansallisten ja kansainvälisten menetelmästandardien kehittä-
misestä. Yhteistyössä ISO/TC 147 Water quality-komitean (SC5 Biological methods)
ja CEN/TC 230 Water analysis-komitean (WG2 Biological and ecological assessment
methods) kanssa valmistellut biologiset vesitutkimusstandardit vahvistetaan kan-
sallisiksi SFS EN- tai SFS EN ISO-standardeiksi. Valmiita standardeja myy Suomen
Standardisoimisliitto SFS ry. osoitteessa:
PL 116, 00241 Helsinki, puhelin 09-1499331, fax. 09-1494914, email: sales@sfs.fi
○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ 1
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Tähän ohjeistoon on koottu keskeisimmät kansallisessa käytössä jo olevat ja
käyttöön soveltuvat menetelmästandardit sekä muita, vielä standardisoimattomia
biologisia menetelmiä. Tarkoituksena on helpottaa menetelmien valintaa ja käyt-
töä. Yksityiskohtaiset menetelmäohjeet löytyvät vahvistetuista standardeista sekä
kirjallisuusviitteiden perusteella. Valmiita standardeja ei sen vuoksi ole kuvattu
kovinkaan yksityiskohtaisesti. Sen sijaan ne menetelmät, joista ei vielä ole käytössä
standardia, on kuvattu laajemmin ja yksityiskohtaisemmin. Kaikki tekstit eivät si-
sällä kirjallisuusviitteitä, mutta kunkin menetelmän kohdalle on pyritty kokoamaan
keskeisimpiä aihetta käsitteleviä julkaisuja. Tässä ohjeistossa ei käsitellä maaympä-
ristön eikä ilman laadun tutkimusmenetelmiä.
Ohjeiston kirjoittamiseen ovat osallistuneet SYKEssä toimivan biologisten
vesitutkimusmenetelmien standardisointityöryhmän jäsenet sekä muita asiantun-
tijoita yliopistoista, alueellisista ympäristökeskuksista ja SYKEstä (merkitty kysei-
sen määritysmenetelmän kohdalle).
Kirjoittajat:
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email: petri.ekholm@ymparisto.fi
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email: anna-stiina.heiskanen@jrc.it
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Vesien tilan arvioinnissa
käytettävät biologiset
tutkimukset
2.1 Yleistä
Vesipuitedirektiivin mukaan pintaveden tilalla tarkoitetaan pintavesimuodostuman
tilan yleisilmausta, joka on määritelty pintavesien ekologisen ja kemiallisen tilan
perusteella sen mukaan kumpi näistä on huonompi. Ekologisella tilalla tarkoitetaan
pintavesiekosysteemien rakenteen ja toiminnan kuvaamista liitteen V mukaisesti
luokiteltuna.
Vesipuitedirektiivin liitteen V mukaiset biologiset laatutekijät:
Jokien luokittelun laadullisia biologisia tekijöitä ovat:
• vesikasvillisuuden koostumus ja runsaussuhteet
• pohjaeläimistön koostumus ja runsaussuhteet sekä
• kalaston koostumus, runsaussuhteet ja ikärakenne
Järvien luokittelussa käytetään seuraavia biologisia laatutekijöitä:
• kasviplanktonin koostumus, runsaussuhteet ja biomassa
• muun vesikasvillisuuden koostumus ja runsaussuhteet
• pohjaeläimistön koostumus ja runsaussuhteet sekä
• kalaston koostumus, runsaussuhteet ja ikärakenne
Jokisuiden vaihettumisalueilla luokittelussa käytetään seuraavia biologisia laatute-
kijöitä:
• kasviplanktonin koostumus, runsaussuhteet ja biomassa
• muun vesikasvillisuuden koostumus ja runsaussuhteet
• pohjaeläimistön koostumus ja runsaussuhteet sekä
• kalaston koostumus ja runsaussuhteet
Rannikkovesien luokittelussa käytetään seuraavia biologisia laatutekijöitä:
• kasviplanktonin koostumus, runsaussuhteet ja biomassa
• muun vesikasvillisuuden koostumus ja runsaussuhteet sekä
• pohjaeläimistön koostumus ja runsaussuhteet
Vesipuitedirektiivin mukaisessa perusseurannassa tulee tutkia näitä kaikkia muut-
tujia, mutta suhteellisen harvoin. Toiminnallisessa seurannassa, joka vastaa pitkälti
nykyistä velvoitetarkkailua ja joka kohdistuu pääosin muuttuneisiin vesistöihin,
voidaan valita parhaiten muutosta kuvaava laatutekijä. Tämän kehitystä tulee kui-
tenkin seurata huomattavasti tiheämmin. Yksityiskohtaiset, eri biologisten laatute-
kijöiden näytteenottotiheydet tulee valita siten, että saadaan riittävästi tietoja ve-
sistöjen tilan arvioimiseksi ja luokittamiseksi.
○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○2
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VPDn mukaan muuttujien seurannassa tulisi käyttää CEN/ISO-standardeja
heti, kun ne ovat valmistuneet. Sitä ennen voidaan käyttää muita kansallisia tai
kansainvälisiä standardeja, joilla varmistetaan sellaisten tietojen saaminen, joilla
on vastaava tieteellinen laatu ja vertailtavuus.
Toistaiseksi vain pieni osa Euroopan vesistöjen biologisesta tutkimuksesta ja
seurannasta tehdään yhdenmukaisilla CEN- ja ISO-menetelmillä. Sen vuoksi yh-
tenäisten menetelmien kehittäminen ja menetelmästandardisointi ovat tärkeä osa-
tekijä vesipuitedirektiivin toimeenpanoa. Yhdenmukaisten menetelmien (sisältä-
en näytteenoton, analysoinnin ja tulosten käsittelyn) käyttö parantaa tutkimustu-
losten ja vesistöjen ekologisen tilan vertailtavuutta Euroopassa.
Seuraavassa kuvataan niitä menetelmiä, joilla vesistöjen ekologista tilaa on
perinteisesti tutkittu ja seurantatietoa tuotettu Suomessa.
2.2 Kasviplankton
Liisa Lepistö, Suomen ympäristökeskus
2.2.1 Kasviplanktonmääritysten käytöstä
Euroopassa kasviplanktonin määrää ja lajistoa on käytetty järvien luokittelussa jo
1900-luvun loppupuolelta lähtien (Willén 2000). Suomessa Järnefelt (1952) ja Hei-
nonen (1980) ovat luokitelleet vesistöjä kasviplanktonlajiston tai -biomassan pe-
rusteella. Kasviplankton on vesistöjen peruselementti, joka vastaa orgaanisen ai-
neen perustuotannosta, hapen tuotosta, toimii muiden vesieliöiden ravinnonläh-
teenä ja on tärkeä tekijä mikrobiologisissa kierroissa. Levälajien suhteellisen lyhy-
estä eliniästä johtuen kasviplankton reagoi nopeasti veden laadussa tapahtuviin
muutoksiin. Kasviplanktonin rakenne (lajit), runsaus, biomassa sekä diversiteetti
reagoivat ympäristömuutoksiin nopeasti. Lopulta häiriöt saattavat ilmetä myrkyl-
lisinä leväkukintoina sekä kalojen tai raakaveden makuhaittoina.
Suomessa kasviplanktonin määrää ja rakennetta on tutkittu vuodesta 1963
lähtien osana valtakunnallista veden laadun seurantaa. Näytepaikkojen määrä on
vaihdellut välillä 90- 400. Vuosina 2000 - 2002 EUROWATERNET-seurantaverkkoon
on kuulunut 252 näytteenottopistettä. Viittätoista järveä seurataan intensiivisesti
ottamalla viisi näytettä kasvukauden aikana. Kasviplanktontutkimuksia voidaan
rehevöitymisseurannan ohella käyttää hyväksi selvitettäessä vesistöön johdettu-
jen jätevesien myrkkyvaikutuksia mm. vesistöjen velvoitetarkkailussa.
2.2.2 Näytteenotto
Kasviplanktonnäytteet otetaan riittävän etäältä rannasta, jotta rantavyöhykkeeltä
irtautuvia leviä ei joutuisi näytteeseen. Näytteet otetaan yleensä järven syvänne-
paikalta, useimmiten järven selkäalueelta. Näyte nostetaan veneen eri puolilta esi-
merkiksi Ruttner-noutimella. Sisävesien kasviplanktonseurannassa näytteenotto-
syvyys on 0-2 metriä, jolloin 50 cm pituisella noutimella otetaan neljä nostoa perät-
täisistä syvyyksistä. Näytteenottosyvyydeksi on myös suositeltu 0 - 4 m (Olrik ym.
1998). Näytteenoton yhteydessä määritetään aina lämpötilakerrostuneisuus.
Kokoomanäytteet kerätään suureen muovisaaviin, joka on tilavuudeltaan suu-
rempi kuin lopullinen näyte. Yleensä suositellaan 20 - 30 litran kannellista muovisaa-
via. Kansi suojaa näytettä suoralta auringonvalolta. Näyte sekoitetaan kauhalla. Näyt-
teet kaadetaan pienisuisiin lasipulloihin, joihin on valmiiksi lisätty Lugol-liuosta (0,5
ml/ 200 ml näytettä). Käyttöön suositellaan lasipulloja, koska kestävöinnissä käytet-
tävä hapan Lugol-liuos haihtuu muovipulloista. Kirkas pullo on tummaa parempi,
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koska niissä voidaan tarkkailla kestävöintiaineen pitoisuutta. Näytteiden säilymisen
varmistamiseksi voidaan siihen jälkeenpäin lisätä 16 % väkevyistä formaliinia (2 ml/
200ml näytettä). Näytepullot säilytetään viileässä (< 18o C) ja pimeässä. Lugol-liuosta
lisätään, mikäli näyte on säilytyksen aikana muuttumassa värittömäksi.
Samasta kokoomanäytteestä otetaan myös näyte a-klorofyllipitoisuuden mää-
rittämistä varten. Lajistotarkastelua varten on suositeltavaa kaataa loppunäyte
planktonhaavin läpi (silmäkoko 10 - 20 µm). Näyte tyhjennetään planktonhaavista
esim. nestetuikepulloon (20 ml). Seurantanäytteen ollessa kyseessä, kestävöidään
haavinäyte Lugol-liuoksella lisäämällä sitä 1 pisara/20 ml näytettä.
2.2.3 Leväkukinnat
Tietoja myrkyllisistä leväkukinnoista on Suomessa kerätty vuodesta 1967 lähtien.
Valtakunnallinen leväkukintojen seuranta aloitettiin vuonna 1998. Tiedot perustu-
vat yksityisten kansalaisten ja viranomaisten ottamiin näytteisiin.
Leväkukintoja aiheuttavat valtalajit määritetään mikroskopoimalla.Tutkittaessa
levien massaesiintymiä näyte otetaan sekä veden pinnalta että syvyyssuunnassa, jot-
ta voidaan selvittää haitallisen leväkasvuston syvyysjakauma. Horisontaalisia näyt-
teitä saatetaan myös tarvita eri puolilta vesistöä. Mikäli kestävöintiaineita ei ole käy-
tettävissä näyte pidetään pimeässä ja viileässä ja toimitetaan mahdollisimman pian
laboratorioon. Leväkukintojen valtalajit määritetään mikroskopoimalla ja esiintymi-
nen arvioidaan runsauden mukaan (Lepistö ym. 1998). Mikäli halutaan tietoa levä-
kukintojen myrkyllisyydestä, tulee olla yhteydessä SYKEn vastuuhenkilöihin ja tut-
kijoihin. Erilliset ohjeet näytteenottoon ja käsittelyyn annetaan puhelimitse.
2.2.4 Näytteiden mikroskopointi
Näytteet voidaan analysoida kolmella eri tasolla riippuen tulosten käyttötarkoi-
tuksesta. Kahta ensimmäistä tasoa käytetään seurantatutkimuksissa, jolloin määri-
tetään kasviplanktonin määrä ja laatu. Kolmatta tasoa käytetään taksonomisissa
tutkimuksissa. Käytettävät menetelmät on valmisteltu pohjoismaisena yhteistyönä
(Olrik ym.1998).
Määritystasot ovat:
• Taso I = kvantitatiiviset Lugolilla kestävöidyt näytteet, jolloin ei tehdä erityis-
määrityksiä levien identifioimiseksi.
• Taso II = käytetään kahta erilaista näytettä; yksi kvantitatiivinen, Lugol-kestä-
vöity näyte ja yksi formaliinikestävöity näyte, joka on kerätty haavilla. Jälkim-
mäistä näytettä voidaan käyttää erikoispreparaatteihin valtalajien lajinmääri-
tystä varten valomikroskoopilla.
• Taso III = elävää materiaalia käytetään yhdessä kvantitatiivisten näytteiden kans-
sa. Tällöin tehdään kaikki mahdolliset preparaatit, täydentävät lajimääritykset
tehdään elektronimikroskoopilla ja mikäli tarpeellista, tietyt lajit viljellään.
Tasoilla I ja II ei käytetä eläviä näytteitä, eikä määrityksiä siten ole aina mahdollista
tehdä lajitasolle asti. Joskus tarvitaan vain lajilistat, jolloin näytteet tutkitaan kvali-
tatiivisesti semikvantitatiivisella menetelmällä (Pitkänen ym.1990). Tällöin eri laji-
en runsaus havainnoidaan asteikolla hyvin harvinainen (1) - hyvin runsas (5).
Kansallisiin seurantaohjelmiin kuuluvat näytteet tulee aina kestävöidä, mikä
johtuu pitkistä kuljetusmatkoista. Kestävöity näyte tutkitaan käänteismikroskoo-
pilla käyttäen Utermöhl-tekniikkaa (Utermöhl 1958). Näyte valmistetaan tutkimusta
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varten ravistelemalla sitä huolellisesti. Sen jälkeen näyte laskeutetaan näytemää-
rästä riippuen 1 - 24 tuntia pimeässä. Näytteen tutkiminen aloitetaan tarkastele-
malla siinä olevaa lajistoa. Laskeutettu näyte tutkitaan yleensä kahdella eri suuren-
nuksella. Nanoplanktonnäyte (koko 20 - 50 µm ) lasketaan käänteismikroskoopilla
suurennuksella x 800 - x 1200 valituista 50 - 100 näkökentästä. Tällä suurennuksella
laskettavien lajien koko on 2 - 20 - 50 µm. Suuremmat ja aiemmin havaitsemattomat
lajit lasketaan suurennuksella x 200 joko yhdeltä tai kahdelta halkaisijalta, useim-
miten myös näkökentittäin. Myös koko kyvetin pinta voidaan tutkia, jolloin huo-
mioidaan kaikkein suurikokoisimmat taksonit (esim. Ceratium).
Käytettävä määrityskirjallisuus on luetteloitu mm. julkaisussa Olrik ym. (1998).
Monet leväryhmät ovat kuitenkin parhaillaan uudelleen tarkasteltavina, joten kirjal-
lisuus on jo osittain vanhentunutta. Määritys joudutaan yleensä tekemään erillisten
julkaisujen perusteella. Osa lajistoa voidaan määrittää lajitasolle saakka, mutta jois-
sakin ryhmissä pitäydytään sukutasolla ja havaitut taksonit lasketaan kokoluokit-
tain. Määritystason valitsemisesta on annettu pohjoismaiset suositukset (Blomqvist
ja Herlitz 1998). Suositeltavaa on käyttää määrityksen edessä cf - merkintää (= muis-
tuttaa), mikäli määritys jää esimerkiksi tasolle “vihreitä palloja” (Lepistö 1999).
Solumäärät muunnetaan tilavuuksiksi käyttäen tiettyjä laskennallisia kaavoja.
Laskennassa käytetään SYKEn PHYTO-ohjelmaa. Laskennan aikana valitaan kun-
kin laskettavan taksan mittoja vastaava kokoluokka. Suuresta osasta SYKEn kas-
viplanktonrekisteriin tallennetuista taksoneista on tallennettu useita kokoja. Määri-
tetystä lajistosta otetaan kuvia ja niitä nauhoitetaan videolle. Määrityksiä voidaan
näin varmentaa ja kalibroida myöhemmin yhdessä muiden asiantuntijoiden kanssa.
Laskentatuloksia ei yleensä voida tarkistaa uusimalla työlästä laskentavaihet-
ta. PHYTO-ohjelman käyttöönotto on vähentänyt virhelähteitä. mm. tulosten
muunto biomassaksi kertoimia käyttäen sekä tallennusvaihe mahdollisine virhei-
neen ovat jääneet pois. Lajimääritykseen on jatkuvasti kiinnitetty huomiota osal-
listumalla kansainvälisiin interkalibrointikokouksiin ja järjestämällä kotimaassa
työkokouksia määritysten yhdenmukaistamiseksi.
Julkaisuja
Blomqvist, P. & Herlitz, E., 1998. Methods for quantitative assessment of phytoplankton in
freshwaters, Part 2. Naturvårdsverket, Svensk Miljöövervakning, Rapport 4861. 78 s.
Heinonen, P., 1980. Quantity and composition of phytoplankton in Finnish inland waters.
Publ. Water Res. Inst. 37, 91 p.
HELCOM, Manual for Marine Monitoring in the COMBINE programme of Helcom. 2002.
Annex6, Phytoplankton species composition, abundance and biomass. 21 p.
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Willén, E., 2000. Phytoplankton in water quality assessment - An indicator concept. In Hydro-
logical and Limnological Aspects of Lake Monitoring. Eds. Heinonen, P., Ziglio, G. and
Van der Beken, A. 58 - 80 .
Standardit
EN 13946:2003; Water quality - Guidance standard for the routine sampling and pretreatment
of benthic diatoms from rivers
EN 14407:2003; Water quality - Guidance standard for the identification, enumeration and in-
terpretation of benthic diatom samples from running waters
CEN/ TC 230/WG 2/TG 3/N 68; Water quality - Guidance standard for the routine sampling of
benthic algae in fast flowing shallow waters (valmisteilla).
CEN/TC 230/WG 2/ TG 3/N 73; Water quality - Guidance standard for routine microscopic sur-
veys of phytoplankton abundance and composition using inverted microscopy (Uter-
möhl technique) (valmisteilla).
2.3 Veden a-klorofyllimääritys
Kaikissa vihreissä kasveissa on a-klorofylliä, joka on välttämätön pigmentti
fotosynteesissä.Veden a-klorofyllimenetelmässä levät ja muu hiukkasaine kerätään
vedestä suodattamalla. Leväpigmentit uutetaan suodattimelle jääneestä ainekses-
ta kuumaan etanoliin, jotta klorofyllaasientsyymi inaktivoituu ja pigmentin uuttu-
minen paranee. Uutteen a-klorofyllipitoisuus mitataan spektrofotometrisesti. Var-
sinkin uuttuneena klorofylli on herkkää valolle. Näytteet ja uutteet eivät saa olla
kirkkaassa valossa. Lopullinen uute kirkastetaan suodattamalla tai sentrifugoimal-
la. Jos näyte tästä huolimatta jää sameaksi, sen aiheuttama virhe korjataan mittaa-
malla se kahdella eri aallonpituudella.
Levien sisältämän klorofyllin määrittämistä voidaan käyttää epäsuorana me-
netelmänä veden kasviplanktonin biomassan arvioinnissa. Veden klorofyllipitoi-
suutta voidaan pitää joissakin tapauksissa myös kasviplanktonin tuotantokapasi-
teetin mittana.
Menetelmä soveltuu luonnonvesien kasviplanktonin ja pohjakasvuston mää-
rän sekä levätestien leväkasvun mittauksiin. Menetelmä ei sovellu muiden levä-
pigmenttien kuten b- ja c-klorofyllin eikä klorofyllin hajoamistuotteiden määrityk-
siin. Fototrooppisten bakteerien pigmentti häiritsee a-klorofyllimääritystä.
Standardit
SFS 5772: 1993; Veden a-klorofyllipitoisuuden määrittäminen. Etanoliuutto. Spektrofotometri-
nen menetelmä.
ISO 10260: 1992; Water quality - Measurement of biochemical parameters – Spectrometric de-
termination of the chlorophyll-a concentration
HELCOM, Phytoplankton Chlorophyll-a, Manual for Marine Monitoring in the COMBINE
Programme of HELCOM, Annex C-4. 5 s.
2.4 Perustuotanto
2.4.1 Perustuotanto ja perustuotantokyky
Kasviplanktonin perustuotannon määritys on eräs jo pitkään käytetyistä biologi-
sista vesitutkimusmenetelmistä. Perustuotannolla tarkoitetaan esitetyissä vakio-
olosuhteissa kasviplanktoniin sitoutuneen epäorgaanisen hiilen määrää ilmoitet-
tuna vuorokautta ja pinta-ala- tai tilavuusyksikköä kohti. Kasviplanktonin perus-
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tuotannon ja perustuotantokyvyn määrityksessä tutkitaan yhteyttämisreaktiossa
muodostuvan uuden orgaanisen aineen määrää. Aikaisemmin perustuotanto mää-
ritettiin ns. happimenetelmällä, mutta nykyisin mittaus suoritetaan radiohiilime-
netelmällä laboratorio-oloissa vakiovalossa ja lämpötilassa.
Standardi soveltuu kasviplanktonin perustuotannon ja perustuotantokyvyn
määrittämiseen sisä- ja murtovesissä.
Standardi
SFS 3049: 1977; Kasviplanktonin perustuotannon ja perustuotantokyvynmääritys radiohiili-
(14C) -menetelmällä
2.4.2 Perustuotantomääritys in situ
Tämä ohje kuvaa meritutkimuksissa käytetyn perustuotannon mittausmenetelmän
(P/I-menetelmä), joka tehdään inkuboimalla. ICESin suosittelemaa standardisoitua
inkubaattoria käytetään kaikkiin perustuotantomäärityksiin mm. Itämeren moni-
toroinnissa. Menetelmällä mitataan näytteiden hiilenoton nopeutta, jonka avulla
määritetään fotosynteesin ja valomäärän suhde. Inkubointi tehdään välittömästi
näytteenoton jälkeen. Näytteet inkuboidaan erityispeitetyissä pulloissa, joissa fo-
tosynteesiä mitataan eri säteilyvoimakkuuksissa. Mittaus käsittää 12 pulloa sisältä-
en pimeänäytepullot. Näytteisiin lisätään 14C -liuosta. Inkubointiaika on 120 min ja
pulloja pyöritetään 10 rpm nopeudella inkubaattorissa. Lämpötilan tulee olla sama
kuin in situ. Määrityksiä tulee tehdä vähintään 15 kertaa tuotantokauden aikana
avomerellä. Rannikkoalueilla on tarpeen vielä tiheämpi näytteenottofrekvenssi (20-
25 kertaa vuodessa).
Näiden mittausten perusteella on mahdollista laskea valon, hiilidioksidin ja
ravinteiden avulla syntyneen orgaanisen aineen määrä. Se mittaa eri ravinteiden
käyttökelpoisuudesta aiheutuvaa ekofysiologista vastetta sekä ajallisia trendejä
perustuotannossa. Perustuotanto on tärkeä linkki rehevöitymisen, sedimentaation
ja syvien vesien happipitoisuuden välillä. Menetelmällä saadaan kuva päivittäises-
tä perustuotannosta sekä suunta vuosittaisesta perustuotannosta.
Standardi
HELCOM, 2001. Phytoplankton Primary Production, Manual for Marine Monitoring in the
COMBINE Programme of HELCOM, Annex C-5
2.5 Eläinplankton
Jouko Sarvala, Turun yliopisto
2.5.1 Yleistä
Eläinplankton on vesien ravintoverkossa tärkeä väliporras, jonka kautta kasviplank-
tonin ja bakteeriplanktonin tuotanto päätyy kalojen ravinnoksi. Eläinplanktonin
määrä kasvaa ravinnon lisääntyessä, mutta vähenee saalistajien (kalojen ja selkäran-
gattomien petojen) runsastumisen myötä. Eläinplanktonin määrä, koostumus ja ko-
kojakaumat kertovat siten rehevyyden lisäksi myös planktonia syövien kalojen run-
saudesta (Sarvala ym.1998, 1999). Planktoneläimistö muuttuu myös erilaisten stressi-
tekijöitten kuten happamoitumisen vaikutuksesta (Sarvala ja Halsinaho 1990).
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Eläinplankton koostuu yksisoluisista toisenvaraisista eliöistä, rataseläimistä ja
äyriäisistä (vesikirpuista) sekä kyklooppi- ja keijuhankajalkaisista (Hakkari ja Dahl-
ström 1969). Eläinplanktonnäytteissä saattaa esiintyä myös muutamia suurikokoi-
sia selkärangattomia eläinlajeja, joita ei kokonsa ja uintikykynsä vuoksi enää laske-
ta planktoniin kuuluviksi (mm. Mysis-halkoisjalkaiset ja Chaoborus-sulkasääsken
toukat). Niillä voi joskus olla merkittävä vaikutus eläinplanktonin koostumukseen
ja niiden runsauden arviointiin tarvitaan erityismenetelmiä. Suomen vesien yksi-
soluisesta eläimistöstä tietomme ovat vielä varsin puutteelliset. Eniten tietoa on äy-
riäisplanktonista. Eteläisen Suomen eläinplanktonlajisto on melko yhtenäinen,
mutta pohjoisimmassa Suomessa lajisto hiukan niukkenee.
Kvantitatiivisen eläinplanktontutkimuksen välineet ja käytännöt määräyty-
vät tutkittavien kohteiden koon, runsauden ja elinkiertojen pituuden mukaan.
Eläinplanktonin pääryhmien välillä on näissä suuria eroja, minkä vuoksi eri ryh-
mien lukumäärän ja biomassan arviointiin on käytettävä eri menetelmiä. Tulosten
luotettavuus riippuu sekä luonnosta kerättyjen näytteiden alueellisesta ja ajallises-
ta edustavuudesta että laboratoriossa laskettujen yksilöitten määrästä. Yhdenne-
tyn seurannan vesistöjä varten on aikaisemmin julkaistu erilliset ohjeet (Keskitalo
ja Salonen 1994). Myös aikaisempiin vesihallinnon yleisiin vesistötutkimuksen
menetelmäohjeisiin on sisältynyt eläinplanktonnäytteenotto (Mäkelä ym.1992).
Sisävesien eläinplanktonin tutkimusmenetelmiä on tarkasteltu laajasti Kan-
sainvälisen Biologisen Ohjelman (IBP) tuottamissa artikkeleissa ja oppaissa (Bot-
trell ym.1976, Downing ja Rigler 1984). Itämeren ulappa-alueella sovelletaan hiu-
kan poikkeavaa ohjeistoa, joka on saanut vaikutteita valtameritutkimusten mene-
telmistä (Dybern ym.1976, Hernroth ja Viljamaa 1979, HELCOM 1988).
2.5.2 Näytteenotto
Planktoneläinten esiintyminen vedessä on voimakkaasti laikuttaista, ja tihentymi-
en sijainti muuttuu nopeasti esimerkiksi vuorokaudenajan ja virtausten mukaan.
Monet lajit vaeltavat säännöllisesti pystysuunnassa vuorokaudenaikojen mukaan.
Laajoja vesialueita koskevien tutkimusten kannalta tämä pienimuotoinen vaihtelu
edustaa yleensä hälyä, joka kannattaa häivyttää. Tämä tapahtuu siten, että tietyltä
tutkimusalueelta ja tietyiltä syvyyksiltä kerätään lukuisia näytteitä, jotka yhdiste-
tään yhdeksi laboratoriossa laskettavaksi kokoomanäytteeksi (Bottrell ym.1976).
Näytteiden yhdistely on tiettyyn rajaan saakka perusteltua myös eläinplanktonin
ekologian kannalta. Esimerkiksi päivänäytteissä vain syvällä esiintyvät lajit saatta-
vat pystyvaellustensa ansiosta todellisuudessa vuorokauden aikana liikkua lähes
koko vesipatsaassa ja ottaa ravintonsa pinnan läheltä. Vastaavasti samasta pisteestä
lähekkäisinäkään aikoina otetut näytteet eivät veden horisontaalisten virtausten
vuoksi edusta samaa planktonyhteisöä, sillä useimmat planktoneläimet eivät ky-
kene vastustamaan verraten heikkojakaan virtauksia. Koska tarkasti saman plank-
tontihentymän seuraaminen ei näin ollen ole mahdollista, peräkkäisten näyttei-
den vertailukelpoisuus voidaan taata vain otostamalla joka kerta melko laajaa aluet-
ta. Näytepisteiden paikat valitaan kuitenkin aina ositeotannan periaatteita nou-
dattaen. Tutkimuksen tavoitteista ja tutkimusalueen luonteesta riippuen koko otok-
sesta voidaan tehdä yksi kokoomanäyte tai sitten näytteet voidaan yhdistää ko-
koomanäytteiksi ositteittain.
Yhdeltä pisteeltä otetaan näytteeksi koko pystysuuntainen vesipatsas, esimer-
kiksi 1 m korkuisella Limnos-noutimella peräkkäisinä nostoina (pinnasta alkaen).
Otettaessa näytteitä pohjan läheltä on varottava, ettei noutimeen tule pohjasedi-
menttiä. Jos näin kuitenkin tapahtuu, nosto on hylättävä, sillä näytteeseen tullut
pohjaliete tekee planktonnäytteen tutkimisen mikroskoopilla mahdottomaksi. Ker-
rosteisissa vesissä nostot yhdistetään lämpötilakerrosteisuuden mukaan päällys-
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veden ja alusveden näytteiksi. Pohjaan saakka sekoittuvissa vesistöissä koko pat-
saan näytteet pinnasta pohjaan voidaan yhdistää yhdeksi näytteeksi. Kerrosteisis-
sa vesissä voidaan käyttää myös kaavamaista yhdistelyä 0-5, 5-10 ja yli 10 m sy-
vyyksien näytteiksi. Yli 10 m syvyydestä otettavien peräkkäisten nostojen väliä
voidaan käytännön syistä joutua harventamaan syvimmissä järvissä. Tarvittavien
näytepatsaitten lukumäärä riippuu tutkimusalueen koosta. Pienissä vesissä kolme
patsasta on riittävä määrä, suurissa altaissa luotettavaan tulokseen voidaan tarvita
kymmenen patsasta.
Jos työmäärä suinkin sallii, kokoomanäytteistäkin on syytä muodostaa rin-
nakkaisnäytteitä. Myös yksittäisten kokoomanäytteiden luotettavuutta voidaan
arvioida, kun tunnetaan kokoomanäytteeseen yhdistettyjen alkuperäisten näyttei-
den lukumäärä, kokoomanäytteestä mikroskopointivaiheessa laskettujen yksilöi-
den lukumäärä sekä eläinplanktonin laikkuisuutta kuvaava kokemusperäinen va-
kio (Heyman ym.1982). Eläinplanktonnäytteiden varianssi on myös kohtuullisesti
ennustettavissa suoraan havaitusta keskiarvosta (Downing ym.1987).
Käytännön syistä eläinplanktonnäytteet otetaan yleensä päivällä. Pystysuun-
taisesti vaeltavat lajit ovat tällöin syvällä, mikä on syytä ottaa huomioon. Tanska-
laisten kokemusten mukaan päivänäytteet voivat matalissa vesissä antaa eläinplank-
tonin määrästä ja koostumuksesta täysin harhaisen kuvan, minkä vuoksi yönäyt-
teet olisivat parempi vaihtoehto.
Jos tarvitaan tietoa rantavyöhykkeen eläinplanktonista, voidaan ottaa esimer-
kiksi 0-2 metrin syvyysvyöhykkeestä kymmenen noston kokoomanäyte. Tähän voi
kuulua neljä nostoa vaakasuoraan aivan rannasta (0-0,5 m syvyydeltä), kaksi pys-
tynostoa 1 m syvyydeltä sekä yhteensä 2+2 pystynostoa 0-1 m ja 1-2 m syvyyksiltä
(M. Rahkola, kirj.; Joensuun yliopiston Karjalan tutkimuslaitos). Pohja-ainesta ei
saa tulla näytteisiin.
Eläinplanktonin vuodenaikaisvaihtelu on merkittävää. Valtalajit vaihtuvat
vuoden mittaan. Yksittäisten lajien populaatiohuiput voivat olla hyvin korkeita ja
kestää vain 1-2 viikkoa (Sarvala ja Perttula 1994, Sarvala 1999). Tästä syystä yhteen
näytekertaan perustuva tieto tietyn alueen eläinplanktonista on hyvin epätarkkaa.
Tarvittava näytteenottotiheys riippuu tutkimuksen tavoitteista. Yksittäisten äyriäis-
lajien populaatiodynamiikan selvittämisessä näyteväli ei lämpimän veden aikaan
yleensä saa olla viikkoa pitempi ja rataseläimille tarvittaisiin 1-2 päivän näyteväli,
jota voidaan erityistarkoituksiin soveltaa jaksoittain. Koko eläinplanktonin biomas-
sataso selviää kuitenkin tyydyttävästi jo kahden viikon välein otetuista näytteistä,
jotka kattavat koko avovesikauden (Sarvala ym. 1997). Biomanipulaation edelly-
tyksiä tarkistettaessa saattaa riittää heinäkuun puolivälin ja syyskuun puolivälin
välisenä aikana 2-3 viikon välein otettu 5-6 näytteen sarja (esim. Sarvala ym.1998,
Rask ja Lehtovaara 2000).
Jos tutkittavan systeemin eläinplanktonista on käytettävissä kvantitatiivisia
tietoja, näytteenotto voidaan suunnitelmallisesti optimoida sekä paikkojen että ai-
kataulun suhteen (Evans ja Sell 1983).
Yksisoluiset alkueläimet (Protozoa)
Alkueläinplanktonilla tarkoitetaan toisenvaraisia, mikroskooppisen pieniä aitotu-
mallisia planktoneliöitä, joilta yleensä puuttuvat kloroplastit (joillakin lajeilla, eten-
kin ripsieläimillä, on toisinaan kuitenkin yhteyttäviä kloroplasteja joko symbiootti-
sina tai syötyinä). Alkueläimet ovat yksisoluisia, joskin ne voivat muodostaa yh-
dyskuntia. Yksisoluisten planktoneläinten määrä voidaan arvioida vain suodatta-
mattomista näytteistä, jotka laskeutetaan mikroskooppilaskentaa varten samaan
tapaan kuin kasviplanktonnäytteet. Pieni näytetilavuus (0,2-1 L) riittää, joten näyt-
teenottoon voidaan käyttää myös pieniä putkinoutimia (esim. Limnos). Osa lajis-
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tosta voidaan laskea suoraan Lugolin liuoksella kestävöidyistä kasviplanktonnäyt-
teistä, mutta luotettava käsitys koko lajistosta saadaan vain tarkastelemalla elävää
tai erityismenetelmin kestävöityä aineistoa.
Rataseläimet (Rotifera)
Rataseläimet ovat pienimpiä monisoluisia planktoneläimiä, joskin ryhmään kuuluu
myös muutamia verraten kookkaita lajeja. Rataseläimet ovat yleensä niin runsaita,
että kvantitatiiviseen laskentaan riittää 0,2-2 L suuruinen vesinäyte. Osa rataseläi-
mistä menee läpi 50 µm:n haavista, jota perinteisesti käytetään sisävesien äyriäisplank-
tonnäytteiden konsentrointiin. Tarkkojen tietojen saamiseksi rataseläimiä varten otetut
näytteet tulisi siksi joko konsentroida 25 µm:n haavin avulla tai laskeuttaa eläimet
kokonaisina kestävöidyistä vesinäytteistä (Bottrell ym.1976). Laskeuttamista on kui-
tenkin toistaiseksi käytetty harvoin. Yksinkertaisinta on ottaa äyriäisplanktonia var-
ten otetusta vesitilavuudesta osanäyte rataselämiä varten ennen koko näytteen suo-
datusta. Kestävöintiin soveltuvat samat aineet kuin äyriäisille. Joidenkin lajien tun-
nistamiseksi olisi tutkittava myös elävää aineistoa.
Tietyllä alueella esiintyvä rataseläinlajisto voidaan mahdollisesti selvittää myös
yhden näytteenoton perusteella kuoriuttamalla sedimenttiin kertyneet kestomu-
nat laboratoriossa (May 1986).
Äyriäisplankton (Crustacea: Cladocera, Copepoda: Calanoida ja Cyclopoida)
Eläinplanktonin toiminnallisesti merkittävimmän ja myös useimmin tutkitun osan
muodostavat äyriäiset (vesikirput, keijuhankajalkaiset ja kyklooppihankajalkaiset).
Äyriäisplanktonia tutkittaessa on tärkeää kerätä luonnosta näytteeksi riittävän suuria
vesitilavuuksia, jotta myös harvalukuiset mutta suurikokoiset lajit tulevat edusta-
vasti mukaan. Niukkaravinteisissa vesissä näytteen minimikooksi voidaan suosi-
tella noin 100 L, mutta hyvin rehevissä vesissä voidaan selvitä muutaman kymme-
nen litran näytetilavuudella.
Suurikokoiset äyriäiset pystyvät väistämään näkyvää ja paineaaltoja tai muita
voimakkaita värähtelyjä aiheuttavaa noudinta. Lähinnä todellisia tiheyksiä vastaa-
via tuloksia saadaan ottamalla näytteet suuritilavuuksisella (>20 L), läpinäkyvästä
aineesta tehdyllä putkinoutimella, joka on laskuvaiheessa täysin avoin ja sulkeu-
tuu nopeasti näytesyvyydessä (Bibiceanu 1992, esimerkiksi Limnos tai Schindler,
(Schindler 1969)). Näin suuri noudin vaatii kuitenkin vinssin, joten pienistä ve-
neistä toimittaessa on tyydyttävä kooltaan pienempiin samantyyppisiin noutimiin
(esim. noin 7 litran Limnos tai Sormunen). Rehevimmissä järvissä, joissa veden same-
us vähentää planktoneläinten pakoalttiutta, voidaan käyttää myös 0,5 m korkuista
Limnos-noudinta (tilavuus 3,5 L). Tällöin jokaiselta metriltä on nostettava kaksi
alakkaista näytettä.
Putkinoutimilla otetut näytteet suodatetaan veneessä 50 µm:n haavilla. Käyt-
tämällä 25 µm:n haavia saataisiin samalla edustava kuva rataseläimistä; rehevissä
vesissä tämä ei kuitenkaan ole mahdollista, sillä 25 µm:n haavi tukkeutuu liian no-
peasti. Itämeren avomerialueelle suositeltuja haaveja (WP-2 tai Bongo; Dybern ym.
1976, Hernroth ja Viljamaa 1979, HELCOM 1988) voi ajatella käytettäväksi syvim-
missä järvissä (Karjalainen ym.1996). Haavien näytteenottotehokkuus on kuiten-
kin yleensä selvästi heikompi kuin putkinoutimien (Kankaala 1984, Bibiceanu 1992),
eikä niiden käyttöä siksi suositella. Tutkimusaluksilla voidaan käyttää myös erityis-
tä planktonpumppua (Rahkola ym. 1994).
Yhden patsaan pystysuuntaiset kokoomanäytteet kestävöidään maastossa omiin
pulloihinsa. Kunkin vesikerroksen noutimelliset tyhjennetään peräkkäin haaviin.
Apuna voidaan käyttää muovisaavia, johon kerätään kaikki saman vesikerroksen
näytteet. Tällöin siitä voidaan myös helposti otostaa ensin pienet osanäytteet alku-
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eläimiä ja rataseläimiä varten. Jäljelle jäänyt kokoomanäyte, jonka tarkka tilavuus
yhä tunnetaan, kaadetaan haaviin. Saavi huuhdellaan huolellisesti. Saavin käyttö
helpottaa työskentelyä ja auttaa estämään haavikankaan rikkoutumisen hankalissa
työolosuhteissa. Kun yhden vesikerroksen kaikki näytteet on otettu, haavin alapään
kammioon jäänyt plankton tyhjennetään 250 ml muovipulloon. Tämän jälkeen haa-
vin hana tai letkunpuristin suljetaan huolellisesti. Haavi lasketaan lähes kokonaan
veteen ja nostetaan heti ylös, ja haavin alaosaan huuhtoutunut plankton lasketaan
taas pulloon. Tämä haavin huuhtelu toistetaan vielä kahdesti.
Tämän jälkeen pulloon lisätään kestävöintiaine. Aikaisemmin kestävöintiin käy-
tettiin yleisesti formaldehydia (väkevää formaldehydia (38 %) yksi yhdeksäsosa näyt-
teen tilavuudesta, jolloin lopulliseksi formaldehydipitoisuudeksi tulee noin 4 %).
Kylmä sokeri-formaldehydiseos säilyttää vesikirppujen munat ja embryot varsin hy-
vin kuoren sisällä (Prepas 1978). Tilapäiseen kestävöintiin soveltuu myös Lugolin liu-
os. Nykyisin äyriäisplanktonin kestävöintiin on suositeltavaa käyttää 94-prosenttista
etanolia, jota lisätään niin paljon, että lopulliseksi säilytysväkevyydeksi tulee 70 %.
Myös tässä tapauksessa jääkaappikylmä säilöntäneste pitää vesikirppujen munat ja
embryot parhaiten tallessa. Näytepulloihin on merkittävä tarkasti kaikki näytteenot-
totiedot (paikka, päivämäärä, kellonaika, noudintyyppi, noutimen tilavuus, syvyy-
det ja nostojen määrät, näytteeksi suodatetun veden kokonaistilavuus).
2.5.3 Näytteiden käsittely laboratoriossa
Laboratoriossa pystysuuntaiset kokoomanäytteet yhdistetään ennen mikroskoop-
pilaskentaa alueellisiksi kokoomanäytteiksi. Pullojen vapauttamiseksi ja tilan sääs-
tämiseksi tämä on hyvä tehdä heti näytteenoton jälkeen (pullot huuhdellaan huo-
lellisesti kontaminaation välttämiseksi!). Yhdistettävät näytteet kaadetaan peräk-
käin tiheään (25 µm) laboratoriohaaviin, jonka sisältö huuhdotaan säilytystä var-
ten suihkupullon avulla 100 tai 250 ml muovipulloon (huuhtelunesteenä voidaan
käyttää valmiiksi 70 % etanolia).
Eläinten tunnistus, laskenta ja mittaus tapahtuu käänteismikroskoopilla. En-
nen laskentaa näyte kaadetaan laboratoriohaaviin, huuhdellaan säilöntäneste pois
vedellä ja siirretään eläimet vedellä huuhtoen ositusastiaan tai suoraan laskenta-
kammioon. Laskentakammiota seisotetaan tovi, jotta eläimet vajoavat kammion
pohjalle. Myös etanoliin säilötyt eläimet laskeutuvat vedessä melko nopeasti. Las-
keutumisen varmistamiseksi voidaan lisätä tippa pesuainetta. On hyvä käyttää kahta
kammiota, joista toista laskeutetaan sillä aikaa kun toisen sisältöä tutkitaan. Las-
keutetuista näytteistä eläimet on aina laskettava koko kammion alalta, sillä eläin-
ten jakauma laskentakammiossa on epätasainen. Jotta kammioon saadaan sopiva
määrä eläimiä, näyte/osite on yleensä laskettava useassa erässä. Laskennan jälkeen
näyte huuhdotaan uudelleen laboratoriohaaviin ja siitä 70-prosenttisella etanolilla
lopulliseen säilytyspulloon.
Eläinplanktonäytteissä on yleensä niin runsaasti eläimiä, että koko näytteen
analysointi ei ole mahdollista. Näytteet on siksi ositettava laskentaa varten. Oikea
ositus on olennaisen tärkeää sekä työmäärän että tarkkuuden kannalta. Osituksen
onnistumiseen vaikuttavat ositteiden koko ja lukumäärä sekä eläinten runsaus ai-
van samoin kuin varsinaisessa näytteenotossa järvellä. Mikroskooppilaskennassa
tuloksen tarkkuus heikkenee jyrkästi, kun laskettujen yksilöiden määrä jää alle
kahdenkymmenen. Toisaalta tarkkuus ei enää juurikaan parane, vaikka laskettu-
jen eläinten määrä kasvaisi yli kahdensadan. Kaikista lajeista ei ole koskaan mah-
dollista saada näytteisiin tarkkaan runsausarvioon riittävää yksilömäärää. Koko
näytteen tasolla tarkkuuden ja työmäärän optimaaliseen suhteeseen päästään las-
kemalla valtalajeista (tunnistusyksiköistä) 100-200 yksilöä (hankajalkaisten naup-
liuksia mitattaessa tavoitteena on 50 mitattua yksilöä kustakin tunnistettavasta la-
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jista tai ryhmästä; ositteen loput naupliukset vain lasketaan tunnistusyksiköittäin).
Jos näytteissä on vähän eläimiä, ne lasketaan kaikki. Kokemuksesta oppii nopeasti
arvioimaan suoraan näytepullon sisällöstä suunnilleen oikean osituksen. Suositel-
tavaa on tehdä ensiksi pieniä ositteita, joista lasketaan kaikki eläimet.
Kun runsaimpia lajeja on saatu riittävä määrä, seuraavista ositteista lasketaan
vain harvalukuiset lajit, ja tarvittaessa suurikokoiset, kaikkein harvalukuisimmat
lajit lasketaan koko näytteestä. Porrastamalla laskentaa tällä tavalla runsauden
mukaan saadaan myös luotettava kuva lajistosta. Havaittujen lajien lukumäärä-
hän on yleensä likimain lineaarisessa suhteessa tutkittujen yksilöiden lukumäärän
logaritmiin, ja koko lajiston selvittäminen edellyttää suuremman näytteen tutki-
mista kuin pelkkä runsauden arviointi. Erikokoiset lajit voitaisiin myös erotella
näytteestä erikseen laskettaviksi ja tarvittaessa ositettaviksi osanäytteiksi tiheydel-
tään erilaisten laboratorioseulojen avulla (Alden ym.1982). Tämä on kuitenkin käy-
tännössä hankalaa.
Eläinplanktonille soveltuvia ositusmenetelmiä on kuvattu kirjallisuudessa lu-
kuisia. Yksinkertaisin, mutta käytännössä hyvin toimiva menetelmä on ns. Hunts-
man Marine Laboratory -maljamenetelmä (van Guelpen ym.1982), jossa tilavuudel-
taan tunnettua (esim. litran tilavuuteen laimennettua) hyvin sekoitettua näytettä
kaadetaan pieninä erinä peräjälkeen sopiviin astioihin, jokaisen kaadon jälkeen huo-
lellisesti uudelleen sekoittaen. Kun koko näyte on jaettu astioihin, laskentaan kul-
loinkin otettavan osanäytteen tilavuus mitataan. Tällä tekniikalla saadaan helposti
mielivaltaisen kokoisia osanäytteitä noin 1/10 ositteeseen saakka. Jos tarvitaan vielä
pienempiä ositteita, yksi osite voidaan laimentaa alkuperäiseen tilavuuteen ja jakaa
samalla tavalla uudelleen. Muita yleisesti käytettyjä ositusmenetelmiä ovat Stempel-
pipetti (Frolander 1968), Folsomin jakolaite (Griffiths ym.1984), Kottin jakaja sekä Itä-
meren planktonille suositeltu Motodan jakolaatikko (Hernroth ja Viljamaa 1979). Myös
muunneltua laajasuista automaattipipettiä on onnistuneesti käytetty eläinplankton-
näytteiden ositukseen Joensuun yliopiston Karjalan tutkimuslaitoksessa (testauksessa
vaihtelukerroin oli alhainen, vain 9 %; M. Rahkola, kirj.).
Tärkeintä on että ositusmenetelmä on mahdollisimman harhaton. Ositukses-
ta aiheutuva varianssi on yleensä pieni verrattuna luonnossa alueitten ja ajankoh-
tien välillä esiintyviin eroihin (esim. Evans ja Sell 1983).
Aikaisemmin eläinplanktonbiomassa esitettiin yleisesti tilavuuksien perusteella
laskettuna tuoremassana (Hakkari 1978). Taulukoitujen tilavuusarvojen ja todelli-
sen biomassan suhde samoin kuin tuoremassan vesipitoisuus vaihtelevat kuiten-
kin lajeittain suuresti. Tarkempaan tulokseen päästään käyttämällä biomassan mit-
tana orgaanista kuivamassaa tai hiiltä.
Suositeltavinta on ilmaista eläinplanktonin biomassa orgaanisena hiilenä, joka
on suhteellisen helposti ja tarkasti mitattavissa myös mikroskooppisen pienistä
kohteista (Salonen ym.1976, Salonen 1981). Hiiliarvojen kautta eläinplankton voi-
daan kytkeä koko vesiekosysteemin toimintaan, esimerkiksi energiavirtoihin tai
ainekiertoihin. Suuntaa antaviin biomassa-arvioihin päästään tunnistamalla lajit ja
niiden kehitysvaiheet ja muuntamalla saadut yksilömäärät biomassaksi laji- ja vai-
hekohtaisten hiili- tai kuivamassataulukoitten avulla. Mitä ahtaammin rajattuihin
tunnistusyksiköihin päästään, sitä tarkempia ovat näin saadut biomassat. Luotetta-
vampiin biomassa-arvioihin päästään mittaamalla kunkin eläimen kokonaispituus
lajikohtaisesti sovitulla tavalla ja käyttämällä biomassan laskuun lajikohtaisia hiili-
pituus- tai kuivamassa-pituus-regressioita. Tarvittavia regressioyhtälöitä on julkaistu
joistakin järvistä ja Itämerestä (Latja ja Salonen 1978, Kankaala ja Johansson 1986,
Salonen ja Latja 1988,Vasama ja Kankaala 1990, Rahkola ym.1998; Telesh ym.1998)
ja näiden lisäksi eri tutkijoilla on olemassa laajahko kokoelma julkaisemattomia
tietoja. Kuivamassa-pituus-regressioita on löydettävissä lähinnä ulkomaisesta kir-
jallisuudesta (Bottrell ym.1976).
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Kokemusten mukaan järvien väliset erot tietyn lajin hiili-pituus-regressioissa
ovat olleet yllättävänkin pieniä, joskin yksi poikkeava havainto on julkaistu (Rah-
kola ym.1998). Järvikohtaisten hiiliarvojen määritystä varten aineistoa voi kestä-
vöidä pakastamalla näytteitä laimeassa formaldehydissa (Salonen ja Sarvala 1985).
Massa-pituus-regressioista aiheutuva virhevarianssi on yleensä selvästi pienempi
kuin lukumääräarvioitten varianssi (esimerkiksi saman näytteenottopäivän äyri-
äistiheydet Säkylän Pyhäjärven eri osista kerätyissä vesipatsaissa vaihtelevat tyy-
pillisesti kokonaisen suuruusluokan verran).
Eri tavoin ilmaistuja eläinplanktonbiomassoja voidaan karkeasti verrata kes-
kenään muuntokertoimien avulla. Yleisesti käytössä olevien muuntokerrointen
mukaan orgaanista hiiltä on tuoremassassa 6 %, kuivamassassa 45 % ja orgaanises-
sa kuivamassassa 50 % (Salonen ym.1976). Asplanchna-rataseläimen tuoremassan
hiilipitoisuus on muita lajeja alhaisempi ja vaihtelee myös hyvin paljon (Salonen ja
Latja 1988).
Kokojakaumien mittaaminen on työlästä, mutta ainakin vesikirppujen pituus-
jakauma on osoittautunut erittäin herkäksi mittariksi arvioitaessa planktonia syö-
vän kalaston määrää ja biomanipulaation soveltuvuutta vesistön kunnostukseen
(Sarvala ym.1997, 1998).
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2.6 Perifyton
2.6.1 Yleistä
Perifytonilla tarkoitetaan alustaan kiinnittyneitä ja alustalla kasvavaa levästöä ja
muuta eliöstöä. Perifyton koostuu siten pienistä, alustaan kiinnittyvistä organis-
meista, jotka reagoivat yleensä varsin nopeasti ympäristön muutoksiin. Useimmat
perifytonorganismit eivät pysty ottamaan ravintoa tai ravinteita kasvualustastaan.
Tämän vuoksi niiden tuotanto on täysin riippuvainen ympäröivän veden laadus-
ta. Perifytonkasvustot ilmentävät vesistön rehevöitymistä, joten niitä pidetään so-
veliaina indikaattoreina myös vesistöjen likaantumistutkimuksissa.
Perifytonia voidaan tutkia joko luonnonalustoilta tai keinoalustoilta. Kvanti-
tatiivisten näytteiden ottaminen epätasaisilta luonnonalustoilta on vaikeaa, minkä
vuoksi nykyään käytetään yleisesti keinoalustoja. Yleisimmin käytetyn lasisen kei-
noalustan etuna on se, että levyllä olevaa perifytonia voidaan tarkastella mikro-
skoopilla myös elävänä. Muita käytettyjä alustamateriaaleja ovat erilaiset muovit,
puu, savi, asbesti, betoni, metallit ja liuskekivi. Tarkan kvantitatiivisuuden lisäksi
keinoalustojen etuja ovat:
• niillä ei ole aiempaa kasvustoa
• alustat ovat kokonsa, rakenteensa ja koostumuksensa osalta yhtenäisiä
• yhtenäisten näytteenottomenetelmien kehittäminen helpottuu
• keinoalustat ovat helposti manipuloitavissa.
• kuljetus laboratorioon helppoa
• mahdollisuus määrätä tarkasti eliöyhteisön ikä
• koe- ja vertailujärjestelyt on helposti toteutettavissa eri vesistöissä.
Keinoalustojen käytön yleistyessä myös kritiikki niitä kohtaan on lisääntynyt. On
esitetty, että keinoalustoille, etenkin lasi- ja muovilevyille, kehittyvä perifytonyh-
teisö ei rakenteeltaan vastaa luonnonalustoille kehittyvää yhteisöä. Toisaalta aina-
kin yhtä usein on todettu, että leväyhteisöt keinoalustoilla muistuttavat suuresti
luonnonalustojen vastaavia. Mahdollisella selektiivisyydellä ei ole suurta merki-
tystä sellaisissa tutkimuksissa, joissa ei suoriteta taksonomista määritystä, vaan tar-
kastelu kohdistuu ainoastaan biomassaan ja siinä tapahtuviin muutoksiin.
Perifytonmäärityksiä käytetään erityisesti virtavesien likaantumistutkimuksis-
sa, joissa tarkastelun pääpaino kohdistuu perifytonleviin, erityisesti piileviin. Li-
kaantumisen osoittajana on aluksi käytetty tiettyjä indikaattorilajeja tai koko yh-
teisöä. Nykyisin tarkastelun pohjana käytetään koko eliöyhteisöä. Varsinkin nope-
asti virtaavissa vesissä perifytonlevät saattavat olla ainoita perustuottajia. Myös jär-
vissä ja lammissa niiden merkitys kasviplanktonin rinnalla saattaa olla suuri.
Virtaavissa vesissä perifytonin kasvuun vaikuttavia tekijöitä ovat virtausno-
peus, havaintopaikan valoisuus, lämpötila, syvyys ja pohjan laatu. Vertailukelpoi-
suuden vuoksi edellä mainitut tekijät on otettava huomioon tutkimuksen suunnit-
telussa ja havaintopaikkojen valinnassa. Virtausnopeus on aina merkittävänä teki-
jänä syytä mitata. Järvissä ja muilla vähäisen virtauksen alueilla havaintopaikkojen
valinnassa tulee kiinnittää huomiota ennen kaikkea rannan suojaisuuteen, ilman-
suuntaan, vesikasvillisuuteen, havaintopaikan kokonaissyvyyteen sekä mahdolli-
siin virtauksiin. Eri virtausnopeuksissa tehtyjä havaintoja ei voi verrata keskenään.
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2.6.2 Perifytonmääritys luonnonalustoilta
Pertti Eloranta, Helsingin yliopisto
2.6.2.1 Menetelmät
Pohjan leväyhteisöt erotetaan sen mukaan, ovatko ne kiinnittyneet alustaansa (pe-
rifyton) vai ovatko ne irrallaan alustansa päällä. Siten varsinaista perifytonia esiin-
tyy lähinnä kivien (epiliton) ja kasvien pinnoilla (epifyton), mutta myös muilla ve-
dessä olevilla alustoilla, kuten veneiden pohjilla, upoksissa olevilla rakenteilla sekä
esimerkiksi hakopuilla. Sedimentin (epipelon) ja hiekan (epi-psammon) pinnalla
oleva eliöstö kuuluu benthoksen yhteisöihin, muttei ole perifytonia.
Pohjan kaikki leväyhteisöt ovat tyypillisiä perustuottajia, joten niiden esiinty-
minen kytkeytyy valaistuun kerrokseen. Käytännössä se merkitsee järvivesissä ran-
tavyöhykettä ja virtavesissä riittävästi valaistuja joen osia. Perifytonleviä saattaa
esiintyä myös ulapalla planktonin seassa, mutta ne ovat siellä sekundaarisesti ja
vajoavat yleensä pohjaan sekoitusvirtausten heiketessä.
Pohjalevätutkimuksilla on merkittävä rooli virtavesien tilan arvioinnissa ja
seurannassa. Ne muodostavat pienissä joissa ja puroissa usein ainoan perustuotta-
jayhteisön todellisen kasviplanktonin puuttuessa näistä ja koska isojen vesikasvi-
en yhteisöt ovat riippuvaisia sopivien pohjien esiintymisestä. Suurkasveja esiintyy
yleensä vain paikoittain ja niiden antama ekologinen informaatio on paljon rajoi-
tetumpi kuin pohjalevillä saatava informaatio.
Levien käyttöä Euroopan virtavesien tilan seurannassa on käsitelty 1990-lu-
vulla kolmessa erillisessä symposiumissa (Whitton ym.1991, Prygiel ja Coste1999).
2.6.2.2 Periaate
Menetelmä perustuu leväyhteisöissä tavattavien ja eri tekijöitä (ravinteisuus, or-
gaanisen aineen määrä, saprobia, pH yms.) indikoivien taksonien esiintymiseen ja
runsaussuhteisiin. Periaatteessa voitaisiin käyttää kaikkien leväryhmien edustajia,
mutta etenkin suurempien levien (rihmalevät) kohdalla lajinmääritys on usein
mahdotonta. Niitä esiintyy vain paikoitellen ja useiden lajien indikaattoriarvo on
puutteellisesti tunnettu. Siksi analyysit perustuvat pääsääntöisesti piileväyhteisöi-
hin. Kukin laji esiintyy sille edullisissa kasvuolosuhteissa. Mitä paremmat kasvute-
kijät lajin kannalta on, sitä runsaampana laji esiintyy ja sitä suurempi on lajin run-
sauden suhteellinen osuus koko yhteisöstä. Yhteisörakenne muovautuu myös sen
mukaan, millaisia kasvualustoja havaintopaikalla on tarjolla, mutta kaikissa habi-
taateissa on niin paljon lajeja ja täten myös indikaattorilajeja, että menetelmä sopii
yhtä hyvin koville kuin pehmeillekin pohjille.
2.6.2.3 Käyttökohteet
Menetelmä soveltuu etenkin virtaavien vesien tilan kuvaamiseen ja seurantaan.
Menetelmän avulla voidaan todeta pistekuormittajien paikalliset vaikutukset ja vai-
kutusten lieveneminen alavirtaan mentäessä. Jokivesistössä voidaan nopeasti ku-
vata pääuoman tilan vyöhykkeet ja jokaisen sivuhaaran tila ja mahdolliset pääuo-
maa parantavat tai huonontavat ominaisuudet. Menetelmän avulla voidaan eri in-
deksiarvojen perusteella kuvata joen eri osien yleistila monivärikarttaa käyttämäl-
lä samalla tavoin kuin vesien yleisissä laatuluokituskuvauksissa. Menetelmä sovel-
tuu hyvin fysikaalis-kemiallisen seurannan tueksi. Koska leväyhteisöt eivät vaihte-
le yhtä herkästi kuin veden fysikaalis-kemialliset laatumuuttujat, ne heijastavat riit-
tävän herkästi jokivesistön veden tilassa tapahtuvia muutoksia. Seisovissa vesissä
menetelmä soveltuu lähinnä paikallisen, lähivaluma-alueelta tulevan kuormituk-
sen osoittamiseen ja seurantaan.
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2.6.2.4 Makroskooppiset levät
Perifytontutkimukset voivat kohdistua joko makroskooppisiin tai mikroskooppisiin
pohjan leviin, joista käytännön seurantatöissä makroskooppiset lajit ovat sikäli huo-
nommassa asemassa, että niitä esiintyy vain satunnaisesti sekä alueellisesti että ajalli-
sesti. Lisäksi useimmat makroskooppiset levät (tavalliset rihmamaiset levät sekä pseu-
doparenkymaattiset levät) ovat tavallisesti steriilejä, joten määritys jää vain suvun
tasolle, vaikka tutkija omaisikin hyvän lajintuntemuksen. Makroskooppisten levien
ekologiset vaatimukset ovat huonommin tunnetut kuin esimerkiksi mikroskooppis-
ten piilevien osalta, joten saatava informaatio on vähäisempi ja epävarmempi.
Mikäli makroskooppisia leviä (rihmamaisia syanoprokaryootteja (sinileviä),
viherleviä, keltaleviä, kultaleviä (Hydrurus), yhtymäleviä tai punaleviä) virtavesis-
sä seurannan havaintopaikoilla tavataan, on ne syytä kuitenkin aina tallentaa di-
versiteettivertailua ja lisäinformaatiota silmälläpitäen. Jotkut makroleväsuvuista
indikoivat jo tietynlaisia veden laatutekijöitä (Dell’Uomo 1991, Fernandez-Pinas
ym.1991, Lindstrøm 1991).
Keski- ja eteläsuomalaisen aineiston perusteella makroskooppisten levien an-
tama informaatio jäi varsin niukaksi, mutta toisaalta Suomen virtavesissä esiintyy
muuhun Eurooppaan verrattuna poikkeuksellisen runsas makeanveden punale-
vien flora (Kwandrans ja Eloranta 1994). Useissa Keski-Euroopan maissa tämä levä-
ryhmä muodostaa merkittävän osan vesien uhanalaisista lajeista ja Suomessakin
esiintymistietoja kaivataan lisää kipeästi.
Makroskooppiset levät voidaan ottaa väljällä pipetillä (keittiötarvikkeista mah-
dollisesti löytyvä muovinen kalkkunantäyttöruisku on oivallinen virtavesissä) tai
jos kyseessä on tiukasti kiviin kiinnittyneet levät, kuten punaleviin kuuluva Lema-
nea, on rihmat irrotettava aivan kiven pinnasta pinseteillä. Näytteet säilötään for-
maliiniin (2-4 %), mutta heti näytteenoton yhteydessä on merkittävä muistiin mm.
alkuperäinen väri, koska väri muuttuu säilötyissä näytteissä nopeasti. Kenttätyös-
kentelyssä on hyvä käyttää pientä vesikiikaria, sillä veden pyörteily ja heijastukset
haittaavat näkyvyyttä lähes aina suuresti. Vesikiikarin sisälle voi panna avuksi ha-
logeenivalaisimen, sillä ruskeavetisissä metsäpuroissa näkyvyys voi olla valon puut-
teenkin vuoksi huono.
Järvilitoraaleista rihmalevänäytteiden perusteella voidaan saada jotain yleis-
luonteista lisätietoa, mutta esiintymisen satunnaisuuden, litoraalien heterogenian
ja lajien melko pienen määrän vuoksi rihmalevät eivät sovellu esim. järvilitoraali-
en monitorointiin. Sen sijaan rihmalevähavainnoilla voidaan seurata esimerkiksi
suurissa lähteissä ja lähdelammissa mahdollisesti tapahtuvia muutoksia.
2.6.2.5 Mikroskooppiset levät
Vaikka perifytonissa esiintyy useiden mikroskooppisten leväryhmien edustajia, on
piilevillä vesistötutkimusten ja seurannan kannalta suurin merkitys (ks. myös 2.6.3).
Luonnonalustoilta otettavat perifytonnäytteet tulee pääsääntöisesti ottaa kiin-
teiltä alustoilta, lähinnä kiviltä. Kiviä otetaan alustalle sieltä täältä havaintopaikan
eri osista ja ne harjataan puhtaaksi esimerkiksi hammasharjaa apuna käyttäen.
Mikäli havaintopaikan läheisyydessäkään ei ole vedestä nostettavaksi sopivia ki-
viä, on näyte otettava kiven pinnasta ‘imuroiden’ eli on käytettävä erityistä näyt-
teenotinta, jossa näyteala suljetaan ja eristetään ympäröivästä virtauksesta, levät
irrotetaan esim. pyörivän harjaosan avulla ja imetään näytepulloon. Tällaisia lait-
teita on kuitenkin harvoin käytettävissä, joten on harkittava, voidaanko näyte ot-
taa lähialueelta toisenlaisilta alustoilta. Pitkäaikaista seurantaa varten kiinteästi
määrätyille havaintopaikoille voidaan viedä sopivia kiviä, joille tasapainoinen yh-
teisö muodostuu muutamassa kuukaudessa ja seuraavina vuosina voidaan näyt-
teet ottaa aina samoilta kiviltä.
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Hitaammassa virtauksessa esiintyy yleensä suurempia vesikasveja, joiden pin-
nalla elää epifyyttistä perifytonia. Isojen vesikasvien eri osien kasvuvaihe on kuiten-
kin hyvin vaihteleva ja lajisto kasvien pinnalla monesti paljon yksipuolisempi kuin
kivillä, joten kasvialustoilta osanäytteitä on otettava huomattavasti enemmän erityyp-
pisiltä kasveilta ja kasvien eri osista. Kuten kiviltä otettavat näytteet, kasveiltakin le-
vät harjataan hammasharjalla muovivadille ja näyte säilötään kuten edellä.
Hitaasti virtaavassa vedessä, missä ei ole sopivia kiinteitä alustoja, näytteet on
otettava sedimentin pinnalta pipettiä hitaasti sedimentin pinnassa vetäen. On
muistettava, että näyte tulee pohjan valaistusta kerroksesta, eli näytteenottosyvyys
tulee olla noin 20-30 cm, ei juuri yli 0,5 m. Pohjasedimentin pinnalla oleva lajisto ei
ole perifytonia, mutta lajisto on hyvin runsas, joten saatava informaatio on aivan
yhtä hyvä kuin kiinteiden alustojen yhteisöstä saatava informaatio. Sedimentin
pinnalla oleva yhteisö on kuitenkin aina alttiina virtauksen vaihtelun aiheuttamal-
le resuspendoitumiselle ja uuden aineksen sedimentaatiolle. Tämän sedimentoitu-
van aineksen alkuperä on joessa ylempänä ja ehkä erilaisissa fysikaalisissa ja kemi-
allisissa oloissa, joten epipeelinen yhteisö ei kuvaa niin tarkasti paikallisia oloja kuin
kivien pinnalla oleva yhteisö.
Kokoomanäyte säilötään, säilöntäaineena voi olla formaliini tai alkoholi. Säi-
löntäaineen laatu ei ole oleellinen, koska näytteistä poistetaan märkäpoltolla pre-
paraattien valmistuksen yhteydessä kaikki orgaaninen aine. Kvantitatiivisten näyt-
teiden otto luonnonalustoilta ei ole mielekästä, sillä alojen määrittäminen on hy-
vin vaikeata ja saman kiven eri pinnoilla tiheyksien vaihtelu on suuri, riippuen
mm. suhteesta valon tulosuuntaan, veden virtauksiin, mahdollisiin sammaliin jne.
Saatavat solutiheydet tai/ja laskennalliset biomassat eivät anna mitään perustaa
esimerkiksi eutrofialuokitteluun, toisin kuin esimerkiksi kasviplanktonin biomas-
sat. Analyysitulokset pohjautuvat lajistorakenteeseen ja lajien suhteellisiin osuuk-
siin. Veden laatua ja ominaisuuksia voidaan kuvata erilaisten ekologisten indikaat-
toriryhmien suhteiden avulla sekä erilaisin veden laatuindeksein. Laatuindeksit
kuvaavat useimmiten veden saprobiaa ja orgaanista kuormitusta tai ravinteisuut-
ta, mutta myös veden pH-arvoja voidaan laskea samoilla yhtälöillä, joita käytetään
mm. paleolimnologisissa selvityksissä. Indeksejä ja piileväanalyysejä tarkastellaan
tarkemmin kappaleessa 2.6.3.
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2.6.3 Piilevät
Pertti Eloranta, Helsingin yliopisto
2.6.3.1 Yleistä
Piileviä on perinteisesti käytetty etenkin paleolimnologisissa tutkimuksissa, mikä
edellyttää hyvää lajien ekologisten vaatimusten tuntemusta. Runsaan, maailman-
laajuisen käytön ansiosta piilevälajien ekologia tunnetaankin poikkeuksellisen
hyvin lukuisten lajien osalta. Siten niiden pohjalta on kehitelty useita erilaisia me-
netelmiä vesien laadun ja ominaisuuksien seurannan tarpeisiin (Lange-Bertalot
1979a, Descy ja Coste 1991, Round 1993, Hofmann 1994).
Piileväanalyysien käytöllä on useita etuja virtavesien tilan seurannassa ja arvioin-
nissa:
• niitä esiintyy kaikkina vuodenaikoina,
• niitä esiintyy kaikenlaisissa vesissä ja kaikkialla pohjan laadusta ja virtausno-
peudesta riippumatta niiden solutiheydet ovat hyvin suuria,
• taksonien kokonaismäärä makeissa vesissä on noin 5000-6000 (tietokannoissa
on jo noin 9000 nimeä, mutta mukana ovat myös lukuisat synonyymit),
• piilevien diversiteetti on yleensä melko korkea, joten havaintopaikan lajistosta
ja lajisuhteista saadaan hyvä kuva verraten pienillä näytemäärillä, mikä nopeut-
taa kenttätyöskentelyä (vrt. pohjan selkärangattomat tai isot vesikasvit),
• lajien ekologia tunnetaan erittäin hyvin, joten suureen diversiteettiin liitetty-
nä saatava informaatio on erittäin monipuolista.
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Alustaan kiinnittyvän perifytonin ja sedimentin pinnan mikroskooppista levästöä
on käytetty vesien tilan arvioinnissa Euroopassa käytännöllisesti katsoen koko 1900-
luvun ajan. Tänä aikana on kehitetty mm. erilaisia saprobiaa (orgaanista, jätevesi-
peräistä kuormitusta) kuvaavia indeksejä ja nimetty lukemattomia veden eri laatu-
tekijöitä kuvaavia indikaattorilajeja.
Kaikki tiedossa oleva makeanveden piileviä koskeva ekologinen informaatio
on kerätty tietokannaksi (OMNIDIA2; ks. esim. Lecointe ym. 1993; internet: http://
perso.club-internet.fr/clci/), mihin on yhdistetty myös erilaiset veden laatuindek-
sit. Ohjelma laskee kunkin lajin suhteellisen runsauden ja indikaattoriarvon pe-
rusteella Zelinkan ja Marvanin (1961) yhtälöä käyttäen seuraavat vesien laatua
kuvaavat indeksit, jotka kuvastavat lähinnä orgaanisen aineen kuormitusta:
• Sladecekin indeksi (1986)
• Descyn indeksi (1979)
• Steinberg ja Schiefelen indeksi (1988)
• Watanaben ym. indeksi (1986, 1990)
• Leclercq ja Maquetin indeksi (1988)
• IPS indeksi (Coste: CEMAGREF 1982)
• GDI indeksi (sukuindeksi) (Coste ja Ayphassorho 1991)
• CEE indeksi (Descy ja Coste 1991).
Veden ravinteisuutta kuvaamaan on kehitetty oma indeksinsä (TDI = Trophic
Diatom Index; Kelly ja Whitton 1995), joka osittain heijastaa mm. rehevöitymista-
pauksissa myös orgaanista kuormitusta.
Perustutkimusten tulosten perusteella (Eloranta 1995, Eloranta ja Andersson 1996)
Suomen vesiin sopivat edellä mainituista parhaiten orgaanista kuormitusta kuvaava
IPS indeksi ja sukuindeksi (GDI) sekä ravinteisuutta kuvastava TDI indeksi.
Näiden lisäksi analyysissä saadaan havaintopaikkojen vertailuja varten mm.
tiedot diversiteetistä, laskennalliset veden pH-arvot kolmella eri yhtälöllä laskettu-
na (Håkansson 1993) sekä erilaisia ekologisia yhteisörakenteen jakautumia:
• habitaatti/elomuotojakautumat (Denys 1991)
• suhtautuminen veden virtaukseen (Denys 1991)
• trofialuokkajakautumat (Hofmann 1994)
• saprobialuokkajakautumat (Hofmann 1994)
• jakautuma erilaisiin likaantumisen sietoluokkiin (Lange-Bertalot 1979 b)
• jakautumat eri luokkiin ekologisten vaatimusten mukaan suhteessa seuraa-
viin tekijöihin (van Dam ym. 994):
• pH
• veden suolaisuus
• typpimetabolian tyyppi
• vaatimukset hapen suhteen
• saprobia
• trofia-aste
• kosteus - osa lajeista maaperässä eläviä.
Tietokantaa päivitetään ja uusia luokituksia lisätään jatkuvasti. Täten näytteen mik-
roskooppisen analysoinnin jälkeen veden laatua koskeva hyvin monipuolinen in-
formaatio saadaan muutamassa minuutissa.
Piilevien käytöstä vesien tilan seurannassa on tehty myös eurooppalaisia yh-
teenvetoja. Seuraavaan on koottu keskeisiä kohtia rutiininäytteenottoa varten:
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• mikäli leväseurannan havaintopaikoilta otetaan esim. vesinäytteitä, ei levä-
näytteiden ottopaikan etäisyys saa olla 100 m suurempi riippuvuussuhteiden
tarkastelun mahdollistamiseksi.
• havaintopaikan kuvaus tulee tehdä kunnolla ensimmäisellä näytteenottoker-
ralla (ks. kenttämuistiinpanolomake), myöhemmillä kerroilla merkitään muis-
tiin lähinnä poikkeavat seikat (vedenpinnan korkeus, virtaaman poikkeavuus
yms.).
• havaintopaikan sijainti pitää olla selkeästi kirjattavissa, jotta toinen henkilö
voi vaivatta ja tarkasti tulla samalle paikalle (nykyisin GPS-paikantimet voivat
olla apuna).
• aiemmin esitelty kenttämuistiinpanolomake tulee olla jatkuvasti käytössä, jotta
eri kerroilla tallennettavat tiedot ovat keskenään verrattavia
• ainakin seuraavat tiedot tulee merkitä muistiin:
• havainnoitsija (näytteen ottaja)
• jokiuoman syvyys ja leveys
• pohjan laadun kuvaus
• rihmalevien ja suurkasvillisuuden peittävyys (lajisto)
• rantakasvillisuuden varjostavuus
• viimeisestä tulvimisesta kulunut aika
2.6.3.2 Havaintopaikan valinta
Havaintopaikkojen valinnassa tulee kiinnittää huomiota seuraaviin keskeisiin nä-
kökohtiin:
• Kiviltä harjattavien näytteiden tulee olla ensisijaisesti edustavia, eikä niinkään
satunnaisia (vrt. pohjan selkärangattomien näytteenotto).
• Koska valaistusolot ja fysiologiset prosessit voivat vaikuttaa yhteisörakentei-
siin muuttaen niiden vastetta likaantumiseen, on havaintopaikkojen vertai-
luun tulevien näytteiden oltava valaistusoloiltaan vastaavista oloista. Hyvin
varjoisia paikkoja tulisi välttää, elleivät ko. olot ole hyvin ominaisia alueelle.
Myös hyvin lähellä rantatörmää ja vesirajaa olevia paikkoja tulee välttää.
• Kivien, joilta näytteet otetaan, tulee olla olleet veden peittämiä ainakin kuu-
kauden ajan ennen näytteenottoa (vrt. sama vaatimus keinotekoisia alustoja
käytettäessä). Sopiva näytteenoton syvyys on noin 20 cm, mutta jos ollaan
varmoja siitä, että paikka on ollut jatkuvasti veden alla, syvyys voi olla vähäi-
sempikin. Syvyys voi olla suurempikin (> 50 cm) jos ollaan varmoja, että poh-
ja tässä syvyydessä on vielä valaistua (eufoottista) kerrosta.
• Virtausnopeus välillä 0,1- 1,6 m/s ei vaikuta indeksiarvoihin, mutta hyvin no-
peasti virtaavia paikkoja tulisi välttää jo turvallisuussyistä.
Edellä olevat periaatteet pätevät myös hitaasti virtaavissa vesissä, mutta näissä olot
ovat paremminkin sedimentaatiovaltaisia kuin eroosiovaltaisia; siten kivienkin
päälle kertyy ohut kerros sedimentoituvaa ainesta. Tällaisilla paikoilla näytteet tu-
lisi ottaa jatkuvasti vedenpinnan alla olevilta pystysuorilta kovilta pinnoilta, missä
kiinnittyvä aines on vallitsevana.
2.6.3.3 Tutkimuksen ajoitus
Näytteitä tulisi ottaa ainakin kerran vuodessa ja ajankohdaksi sopii seurannassa
parhaiten matalanveden aika, jolloin mm. jätevesien vaikutukset tuntuvat voimak-
kaimmin. Runsaan virtaaman aikana näytteiden ottokin on hankalaa, joskus jopa
vaarallista. Seurantatutkimusten tulosten perusteella tulosindeksit yksittäisellä ha-
vaintopaikalla vaihtelivat varsin vähän toukokuun ja lokakuun välisenä aikana,
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 29Suomen ympäristö 682
mutta osoittivat veden laadun heikkenemisen aiheuttaman muutoksen matalan-
veden aikaan. Yhteisörakenteet muuttuvat kuitenkin nopeammin kesän lämpimissä
vesissä kuin talven kylmissä vesissä. Yleisenä suosituksena voidaan kuitenkin sa-
noa, että rutiiniseurannan näytteet tulisi ottaa vähintään neljä viikkoa tulvajakson
jälkeen (kevättulvat, sateiden aikaansaamat tulvat).
2.6.3.4 Alustan valinta
Piilevänäytteiden otto kiviltä ja muilta kovilta alustoilta on koko Euroopassa ylei-
sin monitoroinnin menetelmä useista eri syistä:
• tällaisia alustoja esiintyy virtavesissä hyvin yleisesti,
• vaikka kivien laatu eri alueilla vaihteleekin suuresti ja kiven laatu jossain määrin
vaikuttaa yhteisöihin, voidaan kivien laatu jättää huomioimatta kun tarkas-
tellaan yhteisöjen rakennetta ja sen antamaa informaatiota,
• näytteiden otto on yleensä varsin yksinkertaista ja helppoa,
• tärkeimpien piileviin perustuvien indeksien vaihtelut kivien pinnalla tunne-
taan hyvin.
Yleensä ottaen kivet ovat sopivimpia näytealustoja, mutta rihmalevien peittäessä
kivet rehevissä vesissä saattaa olla tarpeellista muuntaa näytteenottoa sopivasti.
Jos luonnollisia kovia alustoja ei ole tarjolla, voidaan paikalle siirtää keinotekoisia
alustoja. Näiden käytössä on huomioitava eräitä seikkoja:
• ekspositioajan on oltava riittävän pitkä (ainakin 4 viikkoa, hyvin oligotrofisis-
sa tai hyvin varjoisissa paikoissa pitempikin),
• vertailututkimuksissa eri havaintopaikoilla ekspositioajan on oltava luonnol-
lisesti yhtä pitkä,
• vaikka lasi- ja kovamuoviset sileät alustat ovat olleet aikaisemmin hyvin suo-
sittuja, on ‘himmeäpintaisten’ alustojen käyttö suositeltavampaa. Sopivia alus-
toja voisivat olla lasittamattomat tiilet tai pohjapaaluun kiinnitetyt polypro-
pyleeniköydet, joiden päät on rispaannutettu,
• alustat on sijoitettava siten, etteivät ne herätä huomiota ja etteivät ne ole esi-
merkiksi vene- tai kanoottiliikenteen kulkureitillä,
• keinotekoisten alustojen käytön aloittaminen edellyttää aina aluksi paikallis-
ta ‘sovitustyötä’ ennen jatkuvampaa monitorointia,
• keinotekoisilla alustoilla saatujen selvitysten tulosten arviointi edellyttää aina
seikkaperäistä käytetyn menetelmän kuvausta (mielellään myös vertailua ko.
paikan luonnonalustoilta saatuihin tuloksiin).
Mikäli näytteet suunnitellaan otettavan vesikasveilla kasvavasta epifytonista, on
muistettava, että vesisammalilla, ilmaversoisilla ja uposkasveilla kasvavat piilevä-
yhteisöt ovat varsin erilaiset ja myös hyvin vaihtelevia sekä ajallisesti että alueelli-
sesti. Jos makrofyytit ovat jatkuvasti upoksissa (esim. joku Batrachium-laji), voi näi-
den epifyyttiyhteisöä käyttää monitoroinnissa ilman edellä mainittuja ongelmia.
Levien irrottamisessa kasvien pinnalta on käytetty hyvin monenlaisia menetelmiä,
mikä riippuu suuresti myös kasvilajeista. Joissakin tutkimuksissa piilevien laatuin-
deksien arvot olivat jossain määrin korkeampia kiviltä otetuista näytteistä laskettu-
na kuin kasvien pinnalta otetuista näytteistä laskettuna, vaikka yleensä ero oli mel-
ko vähäinen. Etelä-Suomen rannikolla tehdyssä tutkimuksessa saatiin useimmille
indekseille kasvien pinnalta otetuista näytteistä korkeampia tuloksia (= parempaa
veden laatua indikoivia tuloksia; Eloranta ja Andersson 1996).
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2.6.3.5 Näytteenotto kiviltä
Näytteet otetaan mieluiten halkaisijaltaan noin 10-15 cm suuruisilta kiviltä, joita
otetaan sieltä täältä havaintoalueelta ainakin 5 kpl. Mikäli pohjalla ei ole näin suu-
ria kiviä, otetaan pienempiä vastaavasti enemmän. Tutkimuksissa on todettu, että
niukkatuottoisissa paikoissa heterogeenisyys on suurempaa kuin eutrofisissa ve-
sissä, minkä vuoksi karuissa vesissä osanäytteitä on otettava runsaammin.
Kaikki veden laatua kuvaavat piileviin perustuvat indeksit perustuvat lajien
suhteellisiin runsauksiin, joten kvantitatiivinen näytteenotto ei ole tarpeen.
Näytteet harjataan luonnollisesti kivien yläpinnan puoliskolta. Lajiston on
todettu vaihtelevan melko paljon riippuen mikrohabitaatin suhteesta veden vir-
tausoloihin.
Näytteenottoon suositetaan kovaa harjaa (esim. hammasharjaa) eikä esim.
veistä, koska harja vahingoittaa piileviä vähemmän. Harja myös irrottaa soluja ki-
vien epätasaiselta pinnalta paremmin kuin kovateräinen veitsi. Veitsi voi soveltua
koville sileille pinnoille ja se on helppo puhdistaa näytteenottojen välillä. Harja on
aina puhdistettava hyvin kunkin näytteenoton välillä.
Mikäli kivillä on runsaasti rihmaleviä valitaan ranskalaisten ohjeiden mukaan
kiviä, missä rihmoja on mahdollisimman vähän ja sen jälkeen rihmat irrotetaan
käsin varovasti ennen piilevänäytteen harjaamista. Tällainen tilanne on aina mai-
nittava näytteenottomuistiinpanoissa.
Vaihtoehtoisesti piilevänäytteet voidaan ottaa yhdessä rihmalevien kanssa, sillä
monet piilevälajit kasvavat epifyytteinä makrolevien pinnalla. Dell’Uomo (1991) ei
havainnut merkittäviä eroja rehevöitymis- ja likaantumisindeksien arvoissa lasket-
tuna kiviltä tai makroleviltä otetuista näytteistä.
2.6.3.6 Laboratoriokäsittely
Ennen varsinaisten preparaattien valmistusta ja näytteen jatkokäsittelyä suosite-
taan nopean yleissilmäyksen tekemistä mikroskoopilla sen seikan toteamiseksi, onko
näytteessä merkittäviä määriä tyhjiä piileväkuoria.
Mikäli näytteiden käsittely tapahtuu pian näytteenoton jälkeen ei säilöntäai-
neita tarvitse lisätä. Esimerkiksi solujen jakautuminen voidaan estää tai hidastaa
pitämällä näytteitä kylmässä ja pimeässä. Säilöntä voidaan tehdä jäädyttämällä, al-
koholilla, neutraloidulla Lugolin liuoksella tai neutraloidulla formaliinilla. Säilön-
täaineiden käytössä on huomioitava tarpeelliset työterveydelliset ja turvallisuus-
ohjeet. Säilöntäaine on merkittävä pullon päälle näkyviin.
Preparaattien valmistuksen päävaiheet:
• hehkutusta ei suositella preparaattien puhdistuksessa orgaanisesta aineesta,
• osa alkuperäistä näytettä on säilytettävä ainakin niin kauan, kunnes prepa-
raatit on valmistettu ja tarkistettu mikroskoopilla,
• näytteiden märkäpoltossa suositetaan vetyperoksidikäsittelyä, myös happo-
käsittelyä voidaan käyttää (vertailututkimuksia peroksidikäsittelyn ja happo-
käsittelyn tulosten välillä ei ole tehty),
• mikäli näytteet on otettu kalkkikivialueilta, on näytteet käsiteltävä ensin hei-
kolla hapolla kalsiumsuolojen muodostumisen estämiseksi,
• hapetuskemikaalit on poistettava riittävän monilla peräkkäisillä sentrifugoin-
neilla tai laskeutuksilla,
• puhdistettu suspensio on tallennettava mahdollisten myöhemmin tarvittavi-
en lisäpreparaattien valmistamiseen (tai vaihtoehtoisesti säilytetään alkupe-
räistä näytettä),
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• preparaattien valmistuksessa pisara suspensiota pannaan peitinlasille kuivu-
maan huoneenlämmössä tai levylle lievään lämpöön (+ 60°C); suspensio voi-
daan tehdä alkoholiin, jolloin kuoret leviävät tasaisemmin ja pisara myös kui-
vuu nopeammin,
• kuivuneelle näytteelle tipautetaan pisara petaushartsia, jonka taitekerroin on
> 1,6 (Naphrax, Diphrax, Hyrax); ylimääräinen hartsi haihdutetaan kuumalla
levyllä näytettä kuumentaen,
• näytteessä suositeltava kuorten tiheys on noin 10-20 piileväkuorta näkökent-
tää kohti,
• näytteistä tulee aina tehdä useampia rinnakkaisia preparaatteja ja kestopre-
paraateista on yhdet sarjat tallennettava asianmukaisiin herbaarioihin; pre-
paraatit ovat periaatteessa ikuisesti säilyviä, joten etikettien on oltava kestäviä
ja riittävät tiedot sisältäviä; etikettitarrojen liiman on kestettävä pitkiä aikoja
irtoamatta ja musteen oltava pysyvää (terävä lyijykynä, tussi).
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2.6.4 Perifytonmääritys keinoalustoilta
Sirpa Herve, Keski-Suomen ympäristökeskus ja Pertti Heinonen, Suomen
ympäristökeskus
2.6.4.1 Yleistä
Pintakasvustoja voidaan määrittää luonnonpintojen ohella myös keinoalustoilta.
Tällaisia ovat mm. lasisauvat, lasilevyt, erilaiset muovimateriaalit ja keramiikkale-
vyt. Menetelmän hyvänä puolena on se, että perifytonkasvustoja voidaan tutkia
vapaasti vesistön eri kohdista riippumatta siitä, millainen on kyseisen kohdan luon-
tainen pohja. Menetelmän etuna on myös mahdollisuus useiden kasvutekijöiden
ennakoivaan standardointiin, jolloin edellytykset vertailukelpoisten tulosten saa-
miseksi perifytonin kasvukyvystä ovat hyvät. Heikkoutena voidaan pitää käytetyn
viljelyalustan mahdollista selektiivisyyttä eri pohjalevien kasvualustana.
Seuraava menetelmä on kehitetty Suomen ympäristökeskuksen ja Keski-Suo-
men ympäristökeskuksen yhteistyönä 1980-luvulla. Menetelmää on sovellettu niin
joki- kuin järviympäristössä monissa eri tutkimuksissa ja käytetty myös valtakun-
nallisessa vesistöjen biologisessa seurannassa.
2.6.4.2 Välineet
Perifytonin viljely toteutetaan erityisesti tätä varten suunnitelluissa telineissä. Joki-
ja järvitutkimuksiin on kumpaankin kehitetty oma inkubointitelinemallinsa. Joki-
mallissa (kuva 1) viisi levyä on ripustettu rinnakkaisesti virran suuntaisesti. Järvi-
tutkimukseen tarkoitetussa mallissa (kuva 2) kuusi levyä on ripustettu säteittäises-
ti. Telineet voidaan ripustaa kohojen ja painojen avulla haluttuun syvyyteen. Tut-
kimusten ja samalla paikallakin toteutettujen viljelyjaksojen välillä telineet on aina
puhdistettava perusteellisesti esimerkiksi harjalla. Näitä viljelytelineitä valmistaa
Keski-Suomen ympäristökeskus.
Perifytonin kasvualustana käytetään kirkasta kovapintaista polykarbonaatti-
levyä. Käytetyissä telinemalleissa käytännölliseen työskentelyyn sopiva levykoko
on 150 x 100 x 2 mm. Tämä koko on riittävä myös karujen vesistöjen seurantaan
Alustat on leikkaamisen jälkeen pestävä ja huuhdottava huolellisesti labora-
toriossa ennen viljelyyn ripustamista. Samalla on poistettava leikkauksen jäljiltä
mahdollisesti jääneet rosopinnat, jotka muuten keräävät epätasaisesti perifytonia
ja aiheuttavat helposti virhettä analyysituloksiin. Levyt ovat kertakäyttöisiä. Niitä
ei voi missään tapauksessa käyttää uudelleen, koska perifytonin ja kiintoaineen
poisto naarmuttaa varovaisestikin työskennellen aina muovipintaa ja muuttaa rat-
kaisevasti kasvuston muodostumis- ja kiinnittymismahdollisuuksia.
Perifytonin tutkimiseen tällä menetelmällä tarvitaan lisäksi telineen ripusta-
miseksi kohot, ankkurit ja riittävä määrä vahvaa nylonnarua, pakastepusseja (mi-
nigrip) inkuboitujen levyjen kuljetukseen ja säilytykseen, vedenkestävä huopaky-
nä näytteiden merkintään sekä kylmälaukku ja kylmävaraajia näytteiden asialli-
seen kuljetukseen. Lisäksi tarvitaan siivikko virtausnopeuden mittausta varten ja
tavanomaisten vesinäytteiden otossa tarvittavat välineet.
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Kuva 1. Jokitutkimuksiin tarkoitettu viljelyteline
Kuva 2. Järvitutkimuksiin tarkoitettu viljelyteline
2.6.4.3 Viljelyvaihe
Virtaavissa vesissä tärkeitä perifytonin kasvuun vaikuttavia tekijöitä ovat virtaus-
nopeus, viljelypaikan valoisuus (rantatörmän korkeus, rantakasvillisuus, ilmansuun-
ta jne.), syvyys ja pohjan laatu. Vertailukelpoisten tulosten saamiseksi edellä mai-
nitut tekijät on otettava huomioon havaintopaikkoja valittaessa. Jokitutkimuksissa
käytetty viljelysyvyys on ollut joen syvyydestä riippuen 0,5-1,0 metriä. Suositelta-
vin virtausnopeus on 0,2-0,3 m/s. Virtausnopeus on mitattava siivikolla useammas-
ta kohdasta levyjen inkubointisyvyydestä.
Perifyyttistä kasvua voidaan tutkia myös järvissä. Tällöin viljelypaikat on va-
littava niin, että mahdollisimman tarkasti otetaan huomioon kaikki sellaiset tekijät,
jotka voivat vaikuttaa perifytontuotantoon. Erityisesti tulee kiinnittää huomiota
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rannan suojaisuuteen, ilmansuuntaan ja vallitseviin tuulen suuntiin, vesikasvilli-
suuteen, havaintopaikan kokonaissyvyyteen sekä mahdollisiin virtauksiin. Lito-
raalivyöhykkeessä inkubointipaikka on sijoitettava helofyytti- ja nymfeidivyöhyk-
keen ulkopuolelle ja siten, etteivät pitkäversoiset uposkasvit (kuten mm. Potamoge-
ton-lajit) pääse ulottumaan viljelyn aikana telineisiin asti.
Järvitutkimuksissa inkubointisyvyytenä on käytetty yleensä yhtä metriä. Järvi-
tutkimuksissa voidaan telineitä ripustaa kuitenkin samaan keskusköyteen useam-
paankin syvyyteen samanaikaisesti, jolloin saadaan monipuolinen kuva myös peri-
fyyttisen kasvun vertikaalisista eroista. Näytesyvyyksien valinnassa tulee ottaa huo-
mioon toisaalta lämpötilakerrostuneisuus ja toisaalta havaintopaikan näkösyvyys.
Perifytontutkimuksissa on viljelyaikana käytetty tasan kolmea viikkoa (21 vrk).
Jokivesistöissä ja nopeasti virtaavissa järvipaikoissakin tulisi viljelypaikalla käydä
tarkistamassa telineiden pysyvyys noin kerran viikossa. Samalla tulisi mitata myös
virtausnopeus.
Viljelyajan päättyessä telineet nostetaan vedestä ja levyt irrotetaan varovasti
telineestä niin, ettei mahdollisesti runsaskin perifytonkasvusto pääse irtoamaan ja
suljetaan välittömästi pakastepusseihin (1 levy/1 pussi). Pusseihin ei lisätä vettä.
Pussit kuljetetaan valolta suojattuina, mieluimmin kylmälaukussa, joissa kylmäva-
raajat pitävät näytteet kylminä pitkänkin kuljetuksen ajan. Mahdollisen vuotami-
sen estämiseksi pakastepussit on syytä kuljettaa aina pystyasentoon tuettuina.
Viljelytelineet tulee pestä ja huuhtoa ensimmäisen kerran jo kentällä, koska
mahdolliset kasvustot kuivuessaan tarttuvat erittäin tiukasti kiinni telineen raken-
teisiin. Vesinäytteet suositellaan otettavaksi ainakin inkuboinnin alkaessa ja vilje-
lyn lopussa. Suositeltavia perifytontulosten arviointiin liittyviä muuttujia ovat läm-
pötila ja sameus, sähkönjohtavuus, pH, väriluku, CODMn, kokonais-N, NH 4-N,
kokonais-P ja a-klorofylli. Lisäksi tulee mitata aina näkösyvyys ja inkubointipaikan
kokonaissyvyys sekä tehdä muutenkin havaintoja mm. rantojen limoittumisesta,
leväkasvullisuudesta ja suurkasvustojen mahdollisista muutoksista viljelyjakson
aikana.
2.6.4.4 Näytteiden analysointi
Perifytonnäytteiden analysointi tulisi aloittaa välittömästi inkuboinnin päätyttyä.
Tarvittaessa näytteet voidaan säilöä pakastamalla, kuitenkin enintään kuukauden
ajaksi. Käsittelyn tulisi olla vertailukelpoisuuden parantamiseksi yhdenmukainen
kaikkien niiden näytteiden kesken, joiden tuloksia tullaan keskenään vertailemaan.
Laboratoriossa perifyton irrotetaan alustasta kaapimalla muovilastalla (samaa
materiaalia kuin alustakin) ja samalla huuhtelemalla tislatulla vedellä. Irrotettu
perifyton laimennetaan tiettyyn tilavuuteen (yleensä 300-1000 ml), josta analyyse-
jä jatketaan normaalin vesinäyteanalytiikan mukaan. Kaikki levyille kerääntynyt
materiaali analysoidaan (poikkeuksena kotilot, juotikkaat, toukat tms.). Ennen ana-
lysoinnin aloittamista perifytonnäyte tulee saada mahdollisimman homogeeniseksi
huolellisella ja tehokkaalla sekoittamisella.
Perifytonnäytteistä analysoidaan yleensä a-klorofylli ja kiintoaine tavanomai-
sia vesitutkimusstandardeja käyttäen. Mikäli on aihetta olettaa, että veden sameus
ratkaisevasti vaikuttaa tuloksiin, on syytä analysoida myös kiintoaineen hehkutus-
jäännös ja hehkutushäviö. Lisäksi otetaan lajistonäyte, joka säilötään kuten kas-
viplanktonnäyte (luku 2.2). Säilöntäaine tulee lisätä planktonpulloihin mahdolli-
simman nopeasti.
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2.6.4.5 Tulosten laskeminen
Perifytonin a-klorofyllimäärä pinta-alayksikköä kohti lasketaan kaavan (1) mukai-
sesti:
(1)
jossa
V = laimennustilavuus (ml)
c = analysoitu a-klorofyllipitoisuus (µg/L)
A = perifytonlevyn kokonaispinta-ala (cm 2)
Esimerkki: On viljelty 10x15 cm:n suuruista muovilevyä. Siitä irrotettu perifyton
on laimennettu 500 ml:aan. Tästä laimennoksesta on a-klorofyllipitoisuudeksi mää-
ritetty 84 µg/L. Sijoitettuna kaavaan (1) saadaan:
Tulos ilmoitetaan kahden merkitsevän numeron tarkkuudella. Ilmoitettaessa peri-
fytonin a-klorofyllimääriä, jotka ovat pienempiä kuin 1 mg/m2, käytetään vain yhtä
desimaalia. Näytteen pakastamisesta on ilmoitettava tuloksen yhteydessä.
Perifyyttinen kiintoaine ilmoitetaan g/m2 ja se lasketaan vastaavasti kuin a-klo-
rofylli käyttäen c:n arvona laimennoksesta analysoitua kiintoainepitoisuutta (mg/L).
Perifytontutkimusten yhteydessä on kenttämuistioon syytä merkitä havain-
not kaikesta poikkeavasta (esim. telineet liikkuneet, levyt roskaantuneet tai pyyh-
kiytyneet jne.). Kaikkien rinnakkaiskokeiden tulokset ilmoitetaan ja niistä laske-
taan keskiarvo. Mikäli yksittäisissä tuloksissa on suurta hajontaa, mediaaniarvon
käyttö on suositeltavaa.
Perifytonin määrää on arvioitu myös ns. lasikuitufiltterimenetelmällä (Heino-
nen ja Herve 1984). Siinä a-klorofylli määritetään suoraan keinoalustana käytetyil-
tä lasikuitusuodattimilta. Menetelmä on nopea, mutta sen tuloksia tulkittaessa on
muistettava, että lasikuitusuodattimet keräävät rosoisen rakenteensa vuoksi pin-
nalleen myös vedessä olevaa planktonia. Näin saatu a-klorofyllitulos ei suinkaan
ole vertailukelpoinen muovialustojen antamaan perifytontulokseen. Menetelmä
on kuitenkin nopeutensa ja helppoutensa vuoksi hyvin käyttökelpoinen laajojen
alueiden rehevöitymistilan arviointiin ja keskinäiseen vertailuun.
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2.6.5 Perifytonkouru-menetelmä
Olli-Pekka Pietiläinen, Suomen ympäristökeskus
2.6.5.1 Laitteisto
Virtaavien vesien perifytonkasvuston tutkiminen on mahdollista myös ns. kouru-
menetelmällä kontrolloiduissa olosuhteissa. Perifytonin tutkimuslaitteisto (PETU-
LA) on kehitetty Suomen ympäristökeskuksen ja Kaakkois-Suomen ympäristökes-
kuksen välisenä yhteistyönä. Laitteiston perusideat ovat osittain samoja kuin Both-
wellin (1983) virtavesien perifytontutkimuksissa Kanadassa, mutta PETULA suun-
niteltiin ja kehiteltiin Suomen olosuhteisiin soveltuvaksi. Tämä maastoon sijoitet-
tava laitteisto on mahdollista siirtää sekä virittää halutunlaiseksi kulloistenkin olo-
suhteiden mukaan. PETULAlla voidaan esimerkiksi selvittää, miten typpi- ja fosfo-
rikuormitus vaikuttavat perifytonin kasvuun sekä kumpi näistä ravinteista sääte-
lee perustuotantoa. Inkubointitulokset kuvaavat vesistöjen rehevöitymisastetta sekä
rehevöityneen alueen laajuutta. Menetelmä soveltuu esimerkiksi pistekuormittaji-
en ravinnekuormituksen vesistövaikutusten selvittämiseen. Menetelmällä voidaan
tutkia myös veden virtausnopeuden ja perifytonin kasvun välisiä riippuvuuksia.
PETULAn suurimmat komponentit ovat laitteistotila ja lavaosa . Laitteistoon
kuuluu uppopumppu ja 200 litran vesisäiliö, josta vesi jakautuu muoviletkuja pit-
kin (sisähalkaisija n. 3 cm) yhtäläisellä paineella viiteen perifytonkouruun. Kou-
ruissa virtaavan veden laatu vastaa käytännössä koko ajan jokivettä, koska veden
viipymä PETULAssa on keskimäärin vain kaksi minuuttia. Kourujen sisämitat ovat:
pituus 210 cm, leveys 10 cm ja korkeus 3 cm. PETULAn lavaosa asetetaan vankalle
alustalle ja suunnataan etelään, jotta valo kävisi päivän mittaan tasaisesti kaikkiin
kouruihin.
Kourujen pohjalle asetettaan vaakatasoon perifytonin kasvatusalustoiksi 100
x 300 x 2 mm kokoisia läpinäkyviä polykarbonaattilevyjä. Kunkin kourun seitse-
mästä “täyspitkästä” levystä vain kuutta käytettään tutkimukseen. Lähinnä lait-
teistotilaa oleva 30 cm pitkä levy (tai kolme erillistä 10 cm:n levyä) sekä kourun
loppupäässä oleva 10 cm:n levyt toimivat virtaaman tasauspaloina. Perifytonlevyt
pestään kevyesti pintaa naarmuttamatta laimealla astianpesuliuoksella ja huuhdo-
taan hyvin ennen käyttöönottoa. Levyt painetaan kiinni kourujen pohjalle erillisil-
lä ohuilla muovilistoilla, jotka puristetaan kourun sisäreunoja vasten metallihaka-
sin. Hakaset irrotetaan levyjen oton ajaksi. Kourujen reunalistat tehdään läpinäky-
västä akryylimuovista, joten valo pääsee kouruihin myös sivuilta. Perifytonkouru-
jen päällä on suojana kaksi läpinäkyvää 3 mm paksua akryylimuovilevyä Levyt
estävät haitallisten UV-säteiden ja sadeveden pääsyn kasvatuskouruihin. Lisäksi
levyt suojaavat koeyksiköitä muilta mahdollisilta ulkoisilta haittatekijöiltä.
Vesisäiliöstä kouruihin tulevan veden määrää voidaan säädellä portaattomas-
ti vesiletkujen puristimilla. Virtausnopeudet kalibroidaan kullekin kourulle erik-
seen. Virtaamat mitataan manuaalisesti mittasaavin ja sekuntikellon avulla. Vesi-
säiliön vedentuloletkun suulle asennetaan metalliverkko estämään kasvinkappa-
leiden ja muun irtaimen materiaalin joutuminen laitteistoon ja sitä kautta vesilet-
kuihin ja perifytonkouruihin. Vesisäiliön ylivuotoputkesta tullut sekä kourujen läpi
valunut vesi johdettaan takaisin jokeen kokoomakaukalon ja poistoputken kautta.
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Kuva 1. Kaavakuva perifytontutkimuslaitteistosta (PETULA)
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2.6.5.2 Menetelmä
Kouruihin lisättävät ravinteet säilytetään kanistereissa (5 L), joiden sisältö riittää
hyvin esimerkiksi neljän vuorokauden inkubointijakson ajan. Ravinteet syötetään
kouruihin automaattisesti letkupumpulla, jossa on erilliset kasettikelat kullekin li-
sättävälle ravinnekombinaatiolle. Ravinteet lisätään vesiletkuihin injektioneulojen
kautta hieman ennen perifytonkouruja. Ravinteet ehtivät sekoittua hyvin veteen
ennen kouruihin kulkeutumista. Pumpun toimintaa seurataan mm. mittaamalla
kanistereissa jäljellä oleva neste säännöllisin välein. Pumpun ravinnesyöttönope-
us säädetään uudelleen aina tarvittaessa.
Liuosten sopiva väkevyys lasketaan kunkin kokeen olosuhteiden ja vaatimus-
ten mukaan. Ravinnelisäyksien tavoitetaso arvioidaan esimerkiksi keskimääräisen
ravinnekuormituksen ja sen joessa aiheuttaman ravinnepitoisuuden nousun pe-
rusteella. Koejakson järkevä pituus on yleensä noin kolme viikkoa. Ensimmäiset
perifytonnäytteet otetaan noin 7 vuorokauden kuluttua kokeen aloittamisesta ja
sitten esimerkiksi kaksi kertaa viikossa. Mikäli levien kasvu on voimakasta, levyjä
voidaan joutua poistamaan useammin.
Levyt irrotetaan kasvatuskouruista varovasti levyjen pintaan koskematta. Le-
vyt uitetaan kourujen päihin, mistä ne sujautetaan 2 litran Minigrip-pusseihin. Le-
vyjen oton ajaksi kourujen veden virtaus katkaistaan erillisen putkikuristimen avul-
la, jottei levää huuhtoudu veden mukana levyiltä. Pois otetun levyn tilalle laitetaan
samanlainen levy täytteeksi mm. virtausolojen pitämiseksi ennallaan. Levyjen vaih-
don jälkeen veden virtausnopeus palautetaan varovaisesti takaisin entiselle tasolle.
Levyjen poiston yhteydessä voidaan myös ottaa vesinäyte kontrollikourun
päästä ja mitata veden lämpötila. Veden virtaamat kouruissa tarkistetaan jokaisen
käynnin yhteydessä ja säädetään uudestaan, mikäli poikkeamia on tapahtunut.
Veden virtaama saattaa ajoittain hidastua kouruissa esim. roskien takia.
2.6.5.3 Määritykset
PETULAsta irrotetut perifytonlevyt kuljetetaan kylmälaukuissa laboratorioon. Kas-
vustosta määritetään yleensä a-klorofyllipitoisuus, haihdutusjäännös, hehkutus-
häviö ja hehkutusjäännös pinta-alayksikköä kohden sekä otetaan näytteet mah-
dollista levälajiston määritystä varten.
Levyille kasvanut ja siihen passiivisesti jäänyt aines kaavitaan laboratoriossa
muovilastalla muoviseen (20 x 30 x 8 cm) kaukaloon. Levyjen kuljetukseen käytetyt
pussit huuhdellaan deionisoidulla vedellä samaan kaukaloon. Perifytonmassaa hie-
nonnetaan varovasti lastalla noin viiden minuutin ajan homogeenisen näytteen ai-
kaansaamiseksi. Kaukalosta näyte huuhdellaan deionisoidulla vedellä 2 litran mitta-
pulloon, jota ravistellaan voimakkaasti vähintään viiden minuutin ajan. Ravistelun
jälkeen pullo täytetään merkkiin ja laitetaan pyörimään magneettisekoittajaan.
Levälajisto, levien tilavuudet ja taksonien prosentuaaliset osuudet määrite-
tään hyvin sekoitetusta planktonpullosta otetusta ja laskeutuskammiossa laskeute-
tusta 0,5 - 2 ml:n näytteestä. Levät lasketaan satunnaisesti valituista näkökentistä
1000-kertaisella suurennoksella, 100 yksilöä/näyte. Tilavuusmittauksia varten mää-
ritetään levien pituus, korkeus ja muoto ja niille lasketaan tilavuudet (vrt. 2.2.4).
Perifytonin a-klorofyllipitoisuus, kuiva-ainepitoisuus, hehkutushäviö ja heh-
kutusjäännös tehdään yleensä kolmena rinnakkaisena määrityksenä, koska perify-
tonmassa on usein paakkuista ja sitä on vaikea hienontaa täysin homogeeniseksi
mittapulloon. Homogenisoinnin onnistumista arvioidaan esimerkiksi laskemalla
rinnakkaismääritysten variaatiokerroin. Kontrollikourun päästä otetusta vesinäyt-
teistä määritetään eri ravinnejakeiden pitoisuudet kahtena rinnakkaismittaukse-
na. Myös ravinnemääritysten onnistumista voidaan arvioida variaatiokertoimilla.
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2.6.6 Verkkohavaksen limoittuminen
Sirpa Herve, Keski-Suomen ympäristökeskus ja
Pertti Heinonen, Suomen ympäristökeskus
2.6.6.1 Yleistä
Verkkojen ja muiden seisovien kalanpyydysten limoittuminen on eräs merkittävä
vesistöjen rehevöitymiseen liittyvä haitallinen ilmiö. Ilmiötä on tutkittu jo 1960-
luvun lopulla (Anttila 1970, Tirronen ja Nousiainen 1970).Varsinkin rehevöitymi-
sen alkuvaiheessa verkkojen ja toisaalta rantalaitureiden limoittuminen ovat en-
simmäisiä merkkejä, joihin ranta-asukkaat ja kalastajat kiinnittävät huomiota. Edellä
kuvatuilla perifytonmenetelmillä voidaankin hyvin arvioida esimerkiksi rantojen
limoittumisen intensiteettiä.
Verkkopyydysten limoittumisen kuvaamiseen perifytonmenetelmät eivät sen
sijaan oikein hyvin sovellu, koska limoittumisen syynä ovat useimmiten sellaiset
planktiset levälajit, joilla on ketjumaisuutensa vuoksi erityinen taipumus takertua
havaskudokseen. Verkkojen limoittumista tutkitaankin parhaiten simuloimalla itse
pyyntitapahtumaa (Heinonen ym. 1984). Vakioidun kokoiseen kehikkoon virite-
tään haluttuun syvyyteen tietyn harvuista verkkohavasta ja sen limoittumista mi-
tataan tietyn viljelyajan jälkeen havaksesta tehtyjen kiintoaine- ja a-klorofyllimää-
ritysten tulosten avulla.
2.6.6.2 Välineet
Verkkohavaksen limoittumisen tutkimiseen tarvitaan tukeva kehikko, johon tut-
kittava havas voidaan virittää riittävän tiukalle. Kehikko valmistetaan ruostumat-
tomasta metallilangasta kokoon 0,5 x 0,5 m. Käytössä on hyväksi osoittautunut sel-
lainen malli, jossa on kiinnihitsatut, kehikosta ulkonevat piikit (10-15 mm pitkät, 2
kpl/sivu + yhdet kulmissa) havasten kiinnitystä varten (kuva 1) Lisäksi telineessä
on kiinteät lenkit ankkuria ja kohoja varten.
Havasliinan, jota käytetään limoittumisen tutkimukseen, tulee olla sellaista sil-
mäharvuutta, jota yleisesti käytetään tutkittavalla vesialueella kalastukseen. Yhte-
näisen vertailupohjan saamiseksi tulee rinnakkaisina viljellä aina myös 12 mm ha-
vaksia (kierretty nailon). Havasliina leikataan sopivan kokoiseksi telinettä varten.
2.6.6.3 Viljelyvaihe
Ennen viljelyvaiheen aloittamista aiemmin käyttämättömät havakset pestään huo-
lellisesti tislatulla vedellä. Havakset kuivataan + 60 oC:ssa (2h) ja punnitaan eksi-
kaattorijäähdytyksen jälkeen analyysivaa’alla 1 mg:n tarkkuudella. Havakset koo-
dataan esimerkiksi dymo-nauhalla, joka kestää käsittelylämpötilat. Nauhat kiinni-
tetään siten, että ne voidaan poistaa punnituksen ajaksi.
Havasten viljelypaikat ja -syvyydet kannattaa valita tutkittavana olevan jär-
ven käytetyiltä verkkokalastuspaikoilta ja käytetyiltä syvyyksiltä. Havastelineet ri-
pustetaan painojen ja kohojen avulla haluttuihin syvyyksiin. Aina on kuitenkin
asetettava yksi vertailuhavas (12 mm) yhden metrin syvyyteen (kehikon yläreuna),
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mitä syvyyttä myös käytetään, ellei ole mitään alueellisia erityistarpeita. Tämän
syvyyden tuloksia voidaan käyttää myös hyväksi limoittumisen vertailussa mui-
hin järviin. Kokonaissyvyyden tulisi tällä vertailupaikalla kuitenkin olla aina yli 6
metriä. Kovin matalille järville menetelmä ei sovi aaltoliikkeen pohjasta mahdolli-
sesti irrottaman kiintoaineksen häiritessä mittausta.
Alueellisia vertailuja tehtäessä havasten sijoitteluun tulee kiinnittää erityistä
huomiota. Havaintopaikkojen tulisi olla mahdollisimman yhdenmukaisia. Tärkei-
tä seikkoja tässä suhteessa ovat vesialueen koko ja muoto sekä näihin liittyen altti-
us tuulille sekä mahdolliset virtaukset. Lisäksi on huomattava, että säätilan muu-
tokset seurausvaikutuksineen (aallokko, virtaukset, lisääntynyt kiintoaines, jne.)
aiheuttavat hajontaa tuloksiin.
Havaskehikot ripustetaan siten, että toinen koho, joka voi olla kiinteästikin
kiinni kehikossa, nostaa kehikkoa haluttuun syvyyteen ja toinen koho löysemmäs-
sä narussa toimii telineen sijainnin merkkinä (kuva 1). Tällöin aallokon vaikutus
jää vähäisemmäksi ja tulokset ovat paremmin vertailukelpoisia.
Havaksia pidetään viljelyssä tasan yksi vuorokausi (24 ± 2 h). Mikäli halutaan
simuloida varsinaista kalastustapahtumaa, voidaan osa havaksista pitää viljelyssä
pitempäänkin. Yhden vuorokauden tuloksia käytetään kuitenkin aina vertailtaes-
sa eri paikkojen välisiä eroja.
Viljelyajan päättyessä havakset nostetaan ylös ja irrotetaan varovasti kehikos-
ta. Poikkeavat sääolot, verkkoon tarttuneet kalat ym. epätavalliset ilmiöt on merkit-
tävä kenttälappuun. Nämä tiedot nimittäin helpottavat myöhempää tulosten tul-
kintaa. Havakset viedään kannellisissa muovisissa astioissa märkinä laboratorioon,
jossa niiden analysointi aloitetaan välittömästi (ei pakastusta).
Kenttävaiheen päättyessä määritetään viljelysyvyydestä ainakin lämpötila,
sameus, väriluku, kokonaisfosfori, a-klorofylli sekä näkösyvyys.
Kuva 1. Verkkohavasteline ja kaaviokuva viljelyn järjestämisestä
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2.6.6.4 Näytteiden analysointi
Havakset pestään tislatulla vedellä kuljetusastiassa. Pesuajaksi riittää yleensä 1-2
minuuttia. Mikäli verkkohavas on huomattavan voimakkaasti limoittunut, havas
huuhdotaan uudestaan toisessa erässä tislattua vettä ja pesunesteet yhdistetään.
Pesuneste laimennetaan tiettyyn tilavuuteen (500-2000 ml) mittapullossa. Näytteestä
määritetään a-klorofylli sekä kiintoaine. Lisäksi voidaan ottaa lajistonäyte, joka säi-
lötään kuten kasviplanktonnäyte.
Mikäli on aihetta olettaa veden sameuden ratkaisevasti vaikuttavan tuloksiin,
on syytä analysoida myös kiintoaineen hehkutusjäännös ja hehkutushäviö. Pestyt
havakset kuivataan lämpökaapissa (+ 60 oC) ja punnitaan eksikaattorijäähdytyk-
sen jälkeen (merkkinauha poistettuna punnituksen ajaksi).
2.6.6.5 Tulosten laskeminen
Tulokset ilmoitetaan havasgrammaa ja vuorokautta kohti (a-klorofylli mg/g x vrk,
kiintoaine mg/g x vrk). Havaksen painona laskuissa käytetään alku- ja loppupun-
nitusten keskiarvoa. Yleensä alku- ja loppupainot eivät poikkea toisistaan. Mikäli
erot ovat suuria, on syytä tarkistaa, johtuvatko ne havasten kulumisesta, repeämi-
sestä vai onko kiintoainetta huonosti suoritetun pesun jäljiltä jäänyt havakseen.
Kaikkien rinnakkaiskokeiden tulokset ilmoitetaan ja niistä lasketaan keskiar-
vo. Tulosten käsittelyssä epävarmat tulokset kannattaa kuitenkin jättää pois ja käyt-
tää tuloksena tällöin keskiarvon sijasta rinnakkaiskokeiden mediaaniarvoa.
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2.7 Vesikasvitutkimukset
2.7.1 Yleistä
Vesien suurkasveilla eli makrofyyteillä tarkoitetaan kokonaan tai osaksi vesiympä-
ristöön sopeutuneita putkilokasveja, sammalia ja kookkaita leviä. Makrofyyttejä
voidaan luokitella eri tavoin. Tavallisesti ne jaetaan kasvutapansa ja systemaattisen
asemansa mukaisesti elomuotoihin. Näitä ovat ilmaversoiset, kelluslehtiset, upos-
lehtiset, pohjalehtiset, irtokellujat, irtokeijujat, vesisammalet sekä näkinpartaisle-
vät. Makrofyytit vastaavat pääasiassa rantaveden perustuotannosta. Ne tarjoavat
lisääntymisalueen, suojan ja ravinnonlähteen monille rannan eliöille sekä useiden
ulappalajien nuorille yksilöille. Kasvillisuus suojaa rantaa kulumiselta ja vaikuttaa
pohjan laatuun. Makrofyyttien toiminta on tärkeä tekijä vesiekosysteemien biolo-
giselle ja kemialliselle tasapainolle. Kasvistolla tarkoitetaan tietyn alueen kasvila-
jistoa. Kasvillisuus sen sijaan tarkoittaa koko kasvipeitettä.
Vesikasviemme ekologiaa, niiden suhtautumista erilaisiin ympäristötekijöihin,
erityisesti rehevöitymiseen sekä asutuksen ja teollisuuden jätevesiin on selvitetty
viime vuosikymmeninä monissa tutkimuksissa. Makrofyyttien runsauden ja levin-
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neisyyden muutoksia on melko helppoa havainnoida paikan päällä tai ilmakuvis-
ta. Lajistoselvityksiä on Suomessa tehty paljon, mutta kartoitusmenetelmät ovat
olleet vaihtelevia. Tämä tekee aineistojen vertailun vaikeaksi.
Makrofyyttien esiintyminen ja vesikasvillisuuden kehittyminen on usean
ympäristötekijän tai tekijäryhmän yhteisvaikutuksen tulos. Ympäristötekijöiden
muutokset heijastuvat monin tavoin sekä kasvilajiston että kasvillisuuden kvalita-
tiivisiin ja kvantitatiivisiin ominaisuuksiin. Eri elomuotoryhmät ja lajiryhmät rea-
goivat kasvuympäristön muutoksiin eri tavoin ja vaihtelevalla nopeudella riippu-
en mm. lajien kasvu- ja lisääntymistavasta sekä elinkierron pituudesta. Kokonaan
veden varassa olevat kasvit (esim. Lemna) ilmentävät veden laadun muutoksia her-
kimmin. Heikkojuurisen ja suvuttomasti lisääntyvän uposlehtisen (vesirutto) kas-
vustot voivat runsastua jopa muutaman kesän aikana. Ilmaversoisissa näkyvät
muutokset ilmenevät sen sijaan hitaammin (5 - 20 vuoden kuluessa), sillä ne eivät
ole riippuvaisia veden laadusta. Ne ottavat hiilidioksidin ilmasta ja ravinteet pää-
osin pohjasta. Monet makrofyytit pystyvät ottamaan ravinteita sekä vedestä että
sedimentistä.
Koska vesikasvillisuuteen vaikuttaa samanaikaisesti useita tekijöitä, ei lajistoa
tai kasviyhdyskuntia voida pitää vain tietyn ympäristötekijän ilmentäjänä. Makro-
fyyttilajisto ja vesikasvillisuus heijastavat parhaiten rantavyöhykkeen oloja. Yleensä
matalissa, kasvupaikaltaan yhtenäisissä pienvesissä on kasvillisuuden indikaatto-
riarvo parempi kuin suurissa selkävesissä, joissa vesistön eri osiin saattaa kehittyä
toisistaan paljonkin poikkeava kasvisto ja kasvillisuus.
2.7.2 Menetelmät
Vesikasveja voidaan käyttää bioindikaattoreina mm. seuraavilla tavoilla:
• Kasvistoa ja kasvillisuuden muutoksia vesistön tilan osoittamiseen ilmakuva-
usten ja/tai maastokartoitusten avulla käyttämällä kasvillisuuslinjoja ja näyte-
aloja. Kasvillisuusselvityksiä voidaan tehdä myös sukeltamalla, mikä on lähes
välttämätöntä meren rannikon vedenalaisen kasvillisuuden tutkimisessa.
• Kasvitesteihin kontrolloiduissa laboratorio-oloissa.
• Tutkimalla tiettyjen kasvilajien kemiallista sisältöä ja/tai elinkykyä vesistöjen
haitta-ainekuormituksen ilmaisemiseen.
Seuraavat muuttujat ovat kasvillisuusselvityksissä yleisimpiä:
• lajiston luettelointi
• lajien runsauden ja yleisyyden arviointi
• kasvillisuuden ja vyöhykkeisyyden kartoitus
• kasvustojen tai lajien biometriset tiedot kuten: versotiheys, kasvien keski- ja/tai
maksimikorkeudet ja biomassa.
Mikäli vesistöstä on tarpeen tehdä vesikasvikartta, tulee riittävän tarkkuuden saa-
miseksi maastossa olla mukana ilmakuvien pohjalta piirretty vesikasvikarttaluon-
nos, joka varmennetaan maastossa. Ilmakuvien tulee olla kuvattuna silloin, kun
ilmaversoiskasvustot ja kellulehtiskasvustot ovat suurimmillaan ja täydessä koos-
sa. Ilmakuvat kuvataan yleensä noin 750 – 1500 m korkeudelta suoraan alaspäin.
Ilmakuvauksella voidaan melko vähäisellä työmäärällä saada kvantitatiivinen kuva
kasvillisuudesta ja kasvustojen sijainnista. Yhdistämällä ilmakuvaus ja maastokar-
toitus voidaan ilmaversoisten ja kelluslehtisten kasvustot rajata yksityiskohtaisesti.
Näin saatujen kasvillisuuskarttojen avulla on mahdollista vertailla muutoksia kas-
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villisuuden tai eri lajien peittävyydessä ja levinneisyydessä. Ilmakuvista saatava
tieto on kuitenkin rajallista erillisten pienten kasvustojen ja uposkasvillisuuden
osalta.
Käytettäessä kasvillisuuslinjoja ne asetetaan yleensä rannasta kohtisuoraan
avoveteen. Linjat ulottuvat ylimmästä vesirajasta yleensä niin syvälle, kuin makro-
fyyttejä esiintyy. Linjat perustetaan paikkoihin, joissa ne voidaan mahdollisimman
hyvin paikallistaa vuosienkin kuluttua. Linjan suunta määritetään kompassilla tai
selvällä maamerkillä. Tarkoituksena on kerätä tietoa kaikkien kasvillisuusvyöhyk-
keiden kasvillisuudesta sekä kasvupaikkamuuttujista. Tällöin saadaan selville, mitä
lajeja linjalla kasvaa, lajien yleisyydet ja runsaudet sekä tietoja kasvusyvyyksistä ja
-vyöhykkeisyydestä.
Kasvillisuuslinjojen lisäksi voidaan edustavaan kasvustoon sijoittaa muunlai-
siakin näytealoja, esim. pysyviä, vakiosuuruisia näyteruutuja, joista on helppo tehdä
tarkkaa lajistoseurantaa. Lisäksi tarvitaan tietoja fysikaalis-kemiallisista vedenlaa-
tumuuttujista. Maastotutkimusten ajankohdaksi tulee valita se aika kesästä, jolloin
vesikasvillisuus on runsainta. Suomessa tämä aika on yleensä heinäkuun puolivä-
listä elokuun loppuun.
Vesien suurkasvien indikaattoriarvo vesien laadun ilmentäjänä on tunnettu
jo kauan. Ne soveltuvat hyvin vesistöjen tilan pitkäaikaiseen seurantaan, koska
monet niistä reagoivat vain pysyviin ja selviin vesistön tilan muutoksiin. Suurkas-
vit sisältyvät olennaisena osana järvien luonnonolojen kuvaamiseen. Sen sijaan
jokien vesikasvillisuutta on tutkittu vähemmän. Makrofyyttejä ei toistaiseksi ole
kuitenkaan käytetty järjestelmällisesti vesien tilan seurannoissa.
Julkaisuja
Bäck, S., Kangas, P., Mäkinen, A. & Myllyniemi M. 2000. Rannikon vedenalaisen kasvillisuus-
vyöhykkeen seurantaohjelma. Suomen ympäristökeskus, Helsinki 2000
Hellsten, S.K. 2001. Effects of lake water level regulation on aquatic macrophyte stands in nort-
hern Finland and options to predict these impacts under varying conditions. Acta Bot.
Fennica 171:1-47
Ilmavirta, V. & Toivonen, H. 1986. Comparative studies on macrophytes and phytoplankton in
ten small, brown-water lakes of different trophic status. Aqua Fennica 16,2: 125 –142.
Leka, J., Valta-Hulkkonen,K., Kanninen, A., Partanen, S., Hellsten, S., Ustinov, A., Ilvonen, R. &
Airaksinen, O., 2003. Vesimakrofyytit järvien ekologisen tilan arvioinnissa ja seurannas-
sa. Maastomenetelmien ja ilmakuvatulkinnan käyttökelpoisuuden arviointi Life Vuok-
si- projektissa. Alueelliset ympäristöjulkaisut nro 312, Etelä-Savon ympäristökeskus ja
Pohjois-Savon ympäristökeskus. 96 s.
Niemi, R. A., 1990, Makrofyytit vesien tilan seurannassa, Vesi- ja ympäristöhallinnon julkaisu-
ja-sarja A, nro 53, 98 s.
Toivonen, H. & Huttunen, P. 1995. Aquatic macrophytes and ecological gradients in 57 small la-
kes in southern Finland. Aquatic Botany 51:197-221
Toivonen, H. 2000. Botanical Aspects in Lake monitoring and assessment. In: Hydrological and
limnological Aspects of Lake monitoring. Eds. Heinonen, P., Ziglio, G. and Van der Be-
ken, A., John Wiley & Sons, Ltd. Pp. 119 – 130.
Virola, T., 2000. Makrofyyttien käyttö ympäristöseurannassa. Vesipolitiikan puitedirektiivin nä-
kökulma. Etelä-Savon ympäristökeskuksen moniste no 25, Mikkeli 2000.
Standardit
EN 14184: 2003. Water quality - Guidance standard for surveying of aquatic macrophytes in
run ning waters.
CEN/TC 230/WG 2/TG 3/ prEN 14393 Water quality - Guidance on the quality assurance as-
pects of aquatic macrophytes surveying and analysis in running waters.(valmisteilla)
CEN/prEN 14614; Water quality – Guidance standard for assessing the hydromorphological
features of rivers. (valmisteilla)
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2.8 Pohjaeläintutkimukset
Esa Koskenniemi, Länsi-Suomen ympäristökeskus ja
Marja Ruoppa, Suomen ympäristökeskus
2.8.1 Yleistä
Järvien, jokien ja merialueiden biologisen tilan arvioinnissa on jo pitkään käytetty
hyväksi pohjaeläimistöä, joka pitkäikäisenä ja paikallaan pysyvänä kuvastaa elin-
ympäristönsä hitaita muutoksia laajemmin kuin vain näytteenottohetkellä. Pohja-
eläintutkimukset ovat kuuluneet moniin velvoitetarkkailuohjelmiin jo 1970-luvul-
ta lähtien. Määrävuosin toistuvia pohjaeläintutkimuksia tehdään monilla kuormi-
tetuilla vesistöalueilla. Vuonna 1989 aloitettiin valtakunnallinen pohjaeläinseuran-
ta 24 järvisyvänteellä. Tämän seurannan tarkoituksena on tutkia pitkäaikaisten ja
laajojen ympäristömuutosten vaikutuksia vesistöjen tilaan ja kerätä samalla vertai-
luaineistoa suhteellisen luonnontilaisilta järvialueilta. Pohjoismaisena yhteistyönä
on myös kartoitettu pohjaeläimistön käyttöä jokiseurannassa.
Nykyisin pohjaeläintutkimuksia käytetään monissa muissakin ympäristötut-
kimuksissa osoittamaan tapahtuneen ekologisen muutoksen suuruutta ja alueel-
lista laajuutta. Pohjaeläimistö jaotellaan yleensä seuraavien ominaisuuksien mu-
kaan:
• rakenteelliset eli morfologiset ominaisuudet,
• ruoanottotavan mukainen ryhmittely (functional feeding groups, funktionaa-
linen taksonomia),
• elinympäristövaatimusten mukainen ryhmittely sekä
• luonnonmaantieteellinen ryhmittely.
Tulosten tulkinnassa käytetään hyväksi tietyn pohjaeläinryhmän tai lajin ekologi-
sia erityispiirteitä. Pohjaeläinmuuttujia voidaan myös verrata perustuotantoa ku-
vaaviin muuttujiin (esim. a- klorofylli), suoraan veden ravinnepitoisuuksiin ja hap-
pitilanteeseen.
Pohjaeläimiin liittyvä määrityskirjallisuus on huomattavan laaja ja kattaa myös
maantieteellisesti eri alueita. Pohjaeläinten käyttö eri tilastotieteellisiin tarkastelui-
hin on mahdollistanut laajojen maantieteellisten alueiden ja ajallisten muutosten
tarkastelun aina mallinnukseen asti, missä voidaan erotella ekologisesti tärkeitä
ympäristömuuttujia.
Tutkimuksissa käytettävien menetelmien, näytemäärien, näytepaikkojen ym.
tekijöiden valintaan vaikuttavat monet seikat. Näitä ovat mm. tutkimuksen tavoit-
teet, alueen ominaispiirteet, vesistötyyppi, alueen likaantumisaste sekä pohjaeläi-
mistön runsaus.
Tietyn yhdenmukaisen sanaston käyttö helpottaa pohjaeläintutkimusten ja
niiden tulosten ymmärtämistä. Näytteenottopaikkoja (tai näyteasemia) on yleensä
useita. Kustakin näytteenottopaikasta otetaan aina yksi näyte, joka koostuu rin-
nakkaisnäytteistä. Kun virtavesissä näytteenotto suoritetaan esim. 10 x 10 m laajui-
selta alueelta, jolta tehdään myös habitaattikuvaus, voidaan puhua myös näyte-
alueesta. Järvien rantavyöhykkeellä näytteenottopaikat voivat sijaita tietyin välein
suorassa linjassa. Tällöin puhutaan näytelinjasta, joka siis sisältää useita näytease-
mia ja näytteenottopaikkoja.
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2.8.2 Näytteenottopaikat
Näyteasemaverkoston suunnittelu on erittäin tärkeä osa onnistuneelle tutkimuk-
selle. Tutkimusalueet merkitään maastoon mahdollisimman tarkasti siten, että ne
ovat myöhemmin paikannettavissa. Standardeissa on ohjeita maastomerkintää
varten. GPS-tekniikan käyttö on suotavaa.
Näytteenottoalueen valinta ja sijoittaminen riippuu tutkimuksen tarkoituk-
sesta. Jokivesistöissä alueen tulisi olla yhtenäinen etenkin virtausoloiltaan. Myös
kasvillisuuden ja pohjan rakenteen tulisi tutkimusalueella (sisältäen vertailualu-
een) olla yhtenäinen. Mikäli tutkimuksen tarkoituksena on selvittää lajiston runsa-
utta, tulee näytteeseen sisällyttää mahdollisimman monenlaisia ympäristöjä.
Järvissä pohjaeläintutkimuksia suoritetaan yleensä järvien syvänne- eli pro-
fundaalialueilla sekä ns. välisyvyydestä. Yleisenä ohjeena on, että järvisyvänteillä
näyteasemat sijoitetaan altaan syvimmälle kohdalle ja välisyvyyteen. Syvännealu-
eiden koosta riippuen tutkittava näyteala tulee määrittää järvikohtaisesti. Mikäli
järvessä on useita erillisiä syvänteitä, niiden pohjaeläimistö voi poiketa toisistaan.
Järvien rantavyöhykkeessä eli litoraalissa näytteenottopaikan sijoittamista on
mietittävä huolellisesti. Esimerkiksi kovilla pohjilla ja tietyillä kasvillisuuspohjilla
voidaan joutua tyytymään kvalitatiiviseen-semikvantitatiiviseen näytteenottoon.
Pohjan laatu ja kovuus tulee pyrkiä arvioimaan aina etukäteen. Litoraalin pohja-
eläimistö saattaa olla käyttökelpoinen suure VPDn mukaista luokittelua tehtäessä.
2.8.3 Näytteenotto
Standardien mukaan näytekertoja tulisi olla vuodessa mieluiten kaksi: 1) maalis-
huhtikuussa tai jäiden lähdön jälkeen sekä 2) syys-lokakuussa. Mikäli on rajoitut-
tava vain yhteen näytteenottokertaan, paras ajankohta on syys-lokakuussa. Virta-
vesissä kevättulvat saattavat siirtää näytteenoton pitkälle alkukesään. Liian aikai-
sin otetut näytteet voivat helposti tulla otetuiksi paikoilta, jotka kesällä eivät ole
veden alla. Tämän vuoksi virtavesinäytteet olisi paras ottaa syys-lokakuussa. Myös
järvitutkimuksissa myöhäinen syksy on hyvä ajankohta, koska tällöin mm. survi-
aissääskilajisto on varmimmin toukkavaiheessa pohjalla. Näyte otetaan eri vuosi-
na aina samaan vuodenaikaan.
Näytemäärä
Pohjaeläinten esiintyminen pohjalla riippuu lähinnä ympäristötekijöistä kuten poh-
jan laadusta, virtausnopeudesta, pohjalevien määrästä sekä vesikasvillisuudesta. Ta-
salaatuisilla pohjilla eliöstö on yleensä suhteellisen tasaisesti jakautunutta. Ympäris-
töoloiltaan samantyyppiseltä alueelta otettujen rinnakkaisnäytteiden välinen hajon-
ta kuvaa alueen sisäistä vaihtelua, jonka tunteminen on välttämätöntä eri alueiden ja
ajankohtien välisten erojen luotettavaa arviointia varten. Jos alueiden sisäinen ha-
jonta on suuri, erojen tilastollinen osoittaminen edellyttää suurta rinnakkaisnäyttei-
den määrää. Mitä useampi rinnakkaisnäyte otetaan, sitä enemmän lajeja näyttee-
seen saadaan. Harvalukuisten ja harvinaisten lajien taltioinnilla on kuitenkin erityis-
tä merkitystä, mikäli aineiston avulla on tarkoitus arvioida biodiversiteettiä. Monet
pohjaeläintutkimuksissa tärkeät indikaattorilajit elävät harvassa. Suositeltavaa on,
että rinnakkaisnäytteitä otetaan vähintään viisi. Mikäli halutaan saada selville tihey-
den ja lajiston luontaiset vaihtelut, tarvitaan vuosittainen näytteenotto.
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Näytteenottimet
Näytteet otetaan standardien mukaisesti niissä esitettyä välineistöä käyttäen. Mah-
dolliset poikkeamat standardeista on kuvattava ja perusteltava raportointivaiheessa.
Näytteenottomenetelmät jaetaan kvantitatiivisiin ja kvalitatiivisiin menetelmiin.
Yleisimpiä jokitutkimusten kvantitatiivisia menetelmiä ovat eri tavoin pohja-aluetta
rajaavat kehikot, lieriö ja putket, joiden sisältä pohja-aines pyritään mahdollisimman
tarkoin saamaan talteen. Varsin tavallinen kehikkomenetelmä on Surber-noudin.
Kvantitatiivisena menetelmänä voidaan pitää myös esim. pinta-alaltaan mitattujen
pohjakivien keräilyä, josta eläimet poistetaan käsin tai kevyesti harjaamalla.
Kvalitatiivisista menetelmistä yleisin on käsi- , varsi- eli potkuhaavi (engl. kick-
net), joka soveltuu varsin erityyppisille matalille pohjille. Pohjaa pöyhitään potki-
malla ja pohjamateriaalin eläimineen annetaan ajautua veden mukana haaviin.
Syvemmissä vesissä voi käyttää myös erilaisia pohjaharoja.
Järvitutkimuksissa käytetään tavallisesti joko Ekman-noudinta tai putkinoudinta.
Näytteen seulonta suoritetaan yleensä kentällä siihen soveltuvalla ämpäri- tai
laatikkoseulalla. Useimmiten näyte myös säilötään kentällä. Jos säilöntää ei tehdä
kentällä, näytteet säilytetään jo kentällä viileässä ennen laboratorion jääkaappisäi-
lytystä. Erityisesti tulee huomioida seuraavaa:
• rinnakkaisnäytteet käsitellään (säilöntä, lajinmääritys, tulostus) erillisinä,
• seulan ja haavin silmäkoko on oikea,
• näytteet säilötään 70% alkoholiin,
• näytteen säilöntä tehdään maastosssa.
Habitaattikuvaus eli ympäristömuuttujat
Ympäristömuuttujien huolellinen kirjaaminen on tärkeää tulosten luotettavuuden
kannalta. Mikäli kahden eri näytteenottopaikan pohjaeläinyhteisö osoittautuu
hyvin erilaiseksi, ilman ympäristömuuttujatietoja ei voida päätellä, johtuvatko erot
kuormituksesta vai elinympäristön erilaisuudesta. Suurin osa näistä muuttujista
voidaan esittää numeerisessa muodossa, jolloin myös aineiston tilastollinen käsit-
tely on mahdollista. Nämä tiedot tulee jo maastossa kirjata valmiille lomakkeille.
2.8.4 Laboratorioanalyysit
Laboratoriossa näytteistä poimitaan makroskooppiset pohjaeläimet standardioh-
jeiden mukaisesti. Jokainen rinnakkaisnäyte käsitellään erillisenä. Poimintavaiheessa
etenkin virtavesinäytteiden osittaminen pienempiin eriin on suositeltavaa. Harva-
lukuiset lajit on aina poimittava koko näytteestä.
Poiminnan jälkeen lajisto määritetään mikroskoopin avulla lajitasolle lukuun
ottamatta tiettyjä ryhmiä, jotka määritetään karkeammin tutkimuksen tarkoituk-
sesta riippuen. Järvitutkimuksissa surviaissääskitoukat ja harvasukamadot määri-
tetään lajilleen, koska järvissä eläimistö koostuu lähes kokonaan näistä ryhmistä ja
niiden indikaattoriarvo tunnetaan hyvin. Mikäli lajinmääritys tehdään puutteelli-
sesti, on kunnollisten johtopäätösten teko lähes mahdotonta. Tarkka lajinmääritys
mahdollistaa erilaisten indeksien ja yhteisöekologisten monimuuttuja-analyysien
käytön. Määrityksissä tarvittava kirjallisuus on luetteloitu (Kantola ym. 2001). Mää-
rityksessä tulee aina viitata selkeästi, mitä tietolähdettä on käytetty, mikä takaa
myöhemmin mahdollisuuden tarkistaa nimistön oikeellisuutta. Käytettävien indek-
sien oma vaativuustaso antaa määrityksille myös omat ohjeensa.
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .48 Suomen ympäristö 682
Aineistoja kuvataan yleensä seuraavilla muuttujilla:
• kokonaisyksilötiheys
• kokonaisbiomassa
• taksonien luku
• diversiteetti (Shannon´s diversity, Shannon 1948)
• Chironomidae BQI (Wiederholm 1980)
• CI (Paasivirta 1989 a, T.lugens-t poislukien)
• Oligochaeta yksilötiheys
• Oligochaeta-BQI (Wiederholm 1980)
• Oligochaeta/Chironomidae yksilömäärien suhde (Tanypodinae poislukien)
• reliktiäyriäisten yksilötiheys
• Chironomus-toukkien yksilötiheys
Absoluuttinen yksilötiheys vaihtelee paljon sekä ajallisesti että paikallisesti. Sitä
pidetään melko karkeana pohjaeläinyhteisöissä tapahtuvien muutosten kuvaaja-
na. Pohjan rehevyystason noustessa yksilötiheys yleensä kasvaa tiettyyn rajaan asti.
Syvyyden kasvaessa yksilötiheys yleensä pienenee.
Vesistöjen trofiatason on todettu vaikuttavan myös pohjaeläimistön biomas-
saan, joka samoin kuin yksilötiheyskin kasvaa rehevyystason noustessa. Biomassa-
määritysten tarpeellisuus riippuu tutkimuksen tavoitteesta. Järvitutkimuksissa tu-
lisi määrittää ainakin kokonaisbiomassa, mielellään myös biomassa ryhmittäin. Bio-
massamääritykset tehdään standardeissa esitettyjen ohjeiden mukaan.
Pohjaeläinyhteisöjen monimuotoisuutta kuvaavia diversiteetti-indeksejä on
kehitetty useita. Lähtökohtana on ajatus, että yhteisö on sitä tasapainoisempi mitä
monimuotoisempi se on. Esim. jätevesipäästöjen on todettu aiheuttavan diversi-
teetin pienenemistä ja lajimäärän vähenemistä. Toisaalta diversiteetin on todettu
voivan olla alhainen myös tasapainoisissa yhteisöissä, mikäli muutamat lajit ovat
hyvin sopeutuneet homogeeniseen ympäristöön. Monimuotoisuuden kuvaajana
onkin alettu diversiteetin sijasta käyttää pelkkää lajimäärää, joka antaa saman in-
formaation. Lajien ja taksonien lukumäärään vaikuttavat monet abioottiset ja bi-
oottiset tekijät. Seuranta-aineistojen perusteella diversiteetti ja taksonien lukumäärä
näyttävät olevan melko riippumattomia järven trofiatasosta.
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Tolonen, K. T., Hämäläinen, H., Luotonen, H. ja Kotanen, J., 2003. Rantavyöhykkeen pohjaeläi-
met järvien ekologisen tilan arvioinnissa ja seurannassa. Alueelliset ympäristöjulkaisut
no 328, Pohjois-Karjalan ympäristökeskus. 60 s.
Wiederholm, T. 1980. Use of benthos in lake monitoring. J.Water Pollut. Control. Fed., 52, 537-547.
Standardit
SFS 5076: 1989; Sampling of the bottom fauna on soft bottoms with Ekman-grab. Vesitutki-
mukset. Pohjaeläinnäytteenotto Ekman-noutimella pehmeiltä pohjilta.
SFS 5077: 1989; Handnet sampling of the bottom fauna in running waters. Vesitutkimukset.
Pohjaeläinnäytteenotto käsihaavilla virtaavissa vesissä.
SFS 5730: 1992 ; Water quality - Sampling of the bottom fauna and sediments on soft bottoms
with tube sampler. Vesitutkimukset. Pehmeiden pohjien pohjaeläimistön ja sedimentin
näytteenotto putkinoutimella.
SFS-EN 28265: 1994; Water quality - Design and use of quantitative samplers for benthic
macro-invertebrates on stony substrata in shallow waters (ISO 8265:1988). Veden laatu.
Pohjaeläinten kvantitatiivinen näytteenotto matalilta kivikkopohjilta. Noutimien mallit
ja käyttö.
SFS-EN ISO 9391: 1995; Water quality - Sampling in deep waters for macro-invertebrates - Gui-
dance on the use of colonization, qualitative and quantitative samplers (ISO 9391:1993).
SFS-EN 27828: 1994; Water quality - Methods of biological sampling - Guidance on handnet
sampling of aquatic benthic macro-invertebrateas (ISO 7828:1985).
SFS-EN ISO 5667-3 : 1996; Water quality - Sampling. Part 3: Guidance on the preservation and
handling of samples (ISO 5667-3:1994).
SFS-EN ISO 8689-1: 2000; Water quality - Biological classification of rivers. Part 1: Guidance on
the interpretation of biological quality data from surveys of benthic macroinvertebrates
(ISO 8689-1:2000). Veden laatu. Jokien biologinen luokittelu. Osa 1: Pohjaeläinten biolo-
gisten laatutietojen tulkinta.
SFS-EN ISO 8689-2: 2000; Water quality - Biological classification of rivers: part 2: Guidance on
the presentation of biological quality data from surveys of the benthic macroinvertebra-
tes (ISO 8689-2: 2000). Veden laatu. Jokien biologinen luokittelu. Osa 2: Pohjaeläintutki-
musten biologisten laatutietojen esittäminen.
CEN/TC 230/WG 2/TG 1/ prEN 16665; Water quality – Guidelines for quantitative sampling
and sample processing of marine soft-bottom macro fauna. (ISO/DIS 16665). (valmisteilla)
CEN/TC 239/WG 2/TG 1/ N89; Water quality – Guidance on the sampling and processing of
pupal exuviae of Chironomidae (Order Diptera) for ecological assessment. (valmisteilla)
CEN/prEN 14614; Water quality – Guidance standard for assessing the hydromorphological
features of rivers. (valmisteilla)
CEN TC 230/WG 2/TG 1/N 89; Water quality – Guidance on the sampling and processing of the
pupal exuviae of Chironomidae (Order Diptera) for ecological assessment. (valmisteilla)
2.9 Kalastotutkimus
Kalastotutkimuksista vastaa Riista- ja Kalatalouden tutkimuslaitos. Riista- ja Kala-
talouden tutkimuslaitos on vuonna 1999 julkaissut oppaan: Kalataloustarkkailu -
periaatteet ja menetelmät. Opas on kaksiosainen. Yleisen osan keskeistä sisältöä
ovat tarkkailuohjelmien suunnittelu ja tulosten raportointi. Menetelmäosassa esi-
tellään tärkeimmät tarkkailuun soveltuvat tutkimusmenetelmät. Oppaassa käsitel-
lään myös rapututkimusmenetelmiä. Opas on maksullinen ja sitä voi tilata Riista-
ja Kalatalouden tutkimuslaitoksesta (www.rktl.fi).
Julkaisu
Böhling, P. & Rahikainen, M. (toim.) 1999. Kalataloustarkkailu. Periaatteet ja menetelmät. Riis-
tan ja kalantutkimus. 303 s.
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Standardit
SFS-EN 14011: 2003; Water quality - Sampling of fish with electricity. Veden laatu. Sähkökalas-
tusmenetelmä
CEN /TC 230/WG2/TG 4/ prEN 14757; Water quality- Sampling of fish with multi-mesh gillnets.
(valmisteilla)
CEN/TC 230/WG 2/TG 4/ N41; Water quality – Guidance on the scope and selection of fish
sampling methods. (valmisteilla)
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Biologiset testit
3.1 Yleistä
Kentällä tehtävien maastotutkimusten ja näytteenoton lisäksi on vesien tilaan liit-
tyvissä biologisissa selvityksissä mahdollisuus käyttää myös testityyppisiä kokeita,
joita voidaan tehdä joko laboratoriossa tai kentällä. Seuraavassa on joitakin esimerk-
kejä vesibiologiaan liittyvistä testeistä.
3.2 Kasviplanktonin kasvatuskokeet
Olli-Pekka Pietiläinen, Suomen ympäristökeskus
3.2.1 Yleistä
Levätesteillä on suuri merkitys vesien kasviplanktontuotannon ja tuotantokapasi-
teetin arvioimisessa, jätevesien vaikutusten arvioinnissa sekä rehevöitymiseen liit-
tyvien ennusteiden laatimisessa.
Vesistöjen kasviplanktontuotantoon vaikuttavien ravinteiden merkitystä on
mahdollista tutkia monin eri tavoin. Leväkasvun määrää ja sen vaihteluita voidaan
tutkia ravinnelisäyskokein kohdevesistössä (in situ) tai tekemällä ravinnelisäysko-
keita ja levätestejä kohdevesistön vedellä laboratoriossa. Kontrolloiduissa olosuh-
teissa tehdyillä kasvatuksilla voidaan muut tuotantoon vaikuttavat tekijät vakioi-
da, jolloin käsittelyn tuottama vaste saadaan paremmin esille. Laboratoriossa teh-
dyillä kasvatuskokeilla saatujen tulosten vastaavuutta luonnonoloissa on kuiten-
kin vaikea arvioida. Niinpä tutkimusalueella in situ tehdyt kasvatuskokeet ovat ol-
leet suosittuja. Leväpuhdasviljelmiin perustuvat laboratoriomenetelmät ovat myös
maailmalla vakiintuneessa käytössä (vrt. 4.2.4).
3.2.2 AGP-testi (Algal growth potential)
Leväkasvun potentiaalia kuvaavissa testeissä käytetään laboratoriossa kasvatettuja
leväpuhdaskantoja, mm. Selenastrum capricornutum viherlevää tai tiettyjä Chlorella
lajeja. Vesinäytteet kerätään tutkimusalueilta ja tuodaan laboratorioon, jossa ne
suodatetaan ja steriloidaan. Yksinkertaisimmassa muodossaan vesinäytteisiin lisä-
tään vain leväkanta joko sellaisenaan tai halutun ravinnelisäyksen kanssa, minkä
jälkeen näytepulloja inkuboidaan vakiolämpötilassa ja valaistuksessa. Leväkasvua
mitataan laskemalla solulukumäärät useita kertoja testin aikana. Testin kesto on
yleensä 2 viikkoa. Tulokset ilmoitetaan leväbiomassan määränä.
Muodostuneen biomassan määrä riippuu tutkittavan vesistön tai veden (esim.
erilaisten jätevesilaimennusten) ravinteiden määrästä ja suhteista. AGP-testiä pide-
tään suorana ja tehokkaana tapana määrittää biologisesti käytössä olevien ravintei-
den määrää ja vesistöjen rehevöitymispotentiaalia. Sitä voidaan käyttää myös mi-
nimiravinnetestauksessa.
○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○3
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3.2.3 Ravinnelisäyskoe
Ravinnelisäyskokeiden tavoitteena on selvittää, miten typpi- ja fosforilisäykset vai-
kuttavat kasviplanktonbiomassan määrään (mitattuna a-klorofyllipitoisuuden
muutoksena) sekä miten typen ja fosforin eri jakeiden pitoisuudet muuttuvat ko-
keiden aikana eri tavoin käsitellyissä koeyksiköissä. Ravinnelisäyskokeiden sekä
ravinnepitoisuuksien ja -suhteiden avulla pystytään arvioimaan, onko erityyppis-
ten sisävesien minimiravinteena typpi vai fosfori. Kokeiden avulla voidaan tutkia
erilaisten typpi- ja fosforilisäysten sekä inkubointiajan yhteisvaikutuksia kasviplank-
tontuotantoon laboratorio-oloissa tai maastossa in situ (“kassikokeet”).
Laboratoriokokeita varten kasviplanktonia sisältävät vesinäytteet otetaan jär-
vestä vesinoutimella esim. neljänä ajankohtana kasvukauden aikana. Näytteenot-
tosyvyyden alaraja on noin kaksi kertaa näkösyvyys, jolloin näytevesi kattaa pää-
osan tuottavasta kerroksesta. Näytevesi voidaan suodattaa kentällä haavin läpi isom-
pien eläinplanktereiden poistamiseksi. Haaviin jääneestä massasta määritetään a-
klorofyllipitoisuus. Näytteenottopaikalla mitataan lisäksi ainakin veden lämpötila
eri syvyyksissä, kokonaissyvyys sekä näkösyvyys. Näytevesi kuljetetaan laborato-
rioon auringonvalolta suojatuissa kanistereissa. Laboratoriossa sitä säilytetään pi-
meässä ja viileässä korkeintaan vuorokausi ennen kokeiden aloittamista.
Laboratoriossa näytevedet jaetaan kasvatuspulloihin inkubointia varten. Ko-
keet tehdään usein noin 8 litran läpinäkyvissä polykarbonaattipulloissa (6 L näyte-
vettä/pullo). Pullot asetetaan vesihauteeseen, jonka lämpötila on sama kuin pääl-
lysveden lämpötila näytteitä haettaessa. Vaihtoehtoisesti pulloja voidaan inkuboi-
da lämpökaapissa. Pulloihin kohdistetaan tasainen, keskimäärin 4000 luxin valais-
tus. Valaistus säädetään kellokytkimellä ko. ajankohdan valaistusrytmin mukaiseksi.
Ravinnelisäysvesi valmistetaan haavin läpi suodatettuun kyseisen vesistön
veteen tai deionisoituun veteen. Ravinnelisäyksiin käytetään yleensä ammonium-
typpeä ja fosfaattifosforia. Ravinnelisäysten sopiva määrä arvioidaan tapauskoh-
taisesti kohdevesistön ravinnepitoisuuksien ja ravinnekuormituksen suuruuden
sekä kokeen pituuden perusteella. Erilaisia ravinnekäsittelyjä ja käsittelemättömiä
kontrolliyksikköjä on usein kaksi tai kolme rinnakkaista koesuunnitelman mukai-
sesti. Koejakson on oltava riittävän pitkä mahdollisen leväkasvun varmistamiseksi,
esimerkiksi 6 vuorokautta.
Kasvatusvettä sekoitetaan lasisauvoin kaksi kertaa päivässä. Pitoisuusmuutok-
set selvitetään kasvatusjakson alussa sekä kolmen ja kuuden vuorokauden kulut-
tua kokeen aloittamisesta. Määritettäviä muuttujia ovat yleensä a-klorofyllin lisäk-
si pääravinteiden (typpi ja fosfori) eri muodot. Kasvatusastioista otetaan lisäksi kes-
tävöidyt kasviplanktonnäytteet, jotka määritetään Utermöhl-menetelmällä. Mene-
telmä paljastaa sekä kvantitatiiviset (taksonien biomassa ja kasviplanktonin koko-
naisbiomassa) että kvalitatiiviset (taksonien runsaussuhteet) muutokset. Kasviplank-
tonkoe on hyvä toistaa usean kerran tuottavan kauden aikana, jotta tulokset olisi-
vat ajallisesti kattavia.
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3.3 Fosforin käyttökelpoisuuden määrittäminen
levätestillä
Petri Ekholm, Suomen ympäristökeskus
3.3.1 Yleistä
Eri lähteistä peräisin olevan fosforin käyttökelpoisuus leville ja muille perustuotta-
jille, ts. fosforin rehevöittävä vaikutus vaihtelee suuresti. Fosforin käyttökelpoisuutta
on yleisimmin selvitetty levätestimenetelmällä, jossa levät ja tutkittava näyte ovat
samassa suspensiossa (ns. Batch-testi). Tätä menetelmää, joka läheisesti muistuttaa
levillä tehtävää toksisuustestiä (ks. 4.2.4.1), on jonkin verran käytetty Suomessa
(Krogerus ja Ekholm 1998). Suurin osa meillä tehdyistä käyttökelpoisuustesteistä
on kuitenkin perustunut ns. dual culture assays -testeihin, jotka kuvataan tässä
selostuksessa.
Menetelmässä fosforin käyttökelpoisuus leville määritetään kaksiosaisella le-
vänkasvatusastialla (kuva 1). Astian toisella puolella (näytepuoli) on tutkittava näyte
ja toisella puolella (leväpuoli) fosforille nälkiinnytetty leväsuspensio. Menetelmä
on kehitetty Yhdysvalloissa (DePinto ym.1981, DePinto 1982) ja muunneltu Suo-
messa (Ekholm 1994). Vaikka menetelmä on alunperin kehitetty kiintoaineeseen
sitoutuneen fosforin käyttökelpoisuuden selvittämiseen, sillä voidaan myös arvi-
oida liuenneen fosforin käyttökelpoisuutta. Menetelmällä on selvitetty fosforin
käyttökelpoisuutta maatalouden ja yhdyskuntien päästöissä (mm. Ekholm 1998),
metsävalumavesissä sekä teollisuuden, haja-asutuksen ja kalankasvatuksen pääs-
töissä (Ekholm ja Krogerus, julkaisematonta aineistoa). Testit on tarkemmin kuvan-
nut mm. Ekholm (1998).
Kuva 1. Kaksiosainen leväkasvatusastia
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3.3.2 Testin periaate
Menetelmässä astian näytepuolelta vapautuva liuennut fosfori siirtyy suodatinkal-
von läpi leväpuolelle, jossa fosforille nälkiinnytetyt levät sitovat sen nopeasti omaan
kasvuunsa pitäen yllä fosforigradienttia. Testilevien olot ovat muuten lähes opti-
maaliset, mutta fosforia ne saavat vain tutkittavasta näytteestä. Leville käyttökel-
poisen fosforin määrä ja vapautumisnopeus arvioidaan määrittämällä kokeen ai-
kana testilevien fosforipitoisuuden muutokset. Myös näytteen fosforipitoisuudes-
sa tapahtuneita muutoksia voidaan selvittää.
3.3.3 Testiastiat
Levänkasvatusastiat on valmistanut Laborexin Oy. Kokonaistilavuudeltaan noin
600 ml:n vetoiset astiat koostuvat kahdesta vastakkainasetetusta hioslaipallisesta
puoliskosta (kuva 1). Puoliskojen välissä on suodatinkalvo (Nuclepore polykarbo-
naattikalvo, huokoskoko 0,4 µm, halkaisija 90 mm). Vuodon välttämiseksi suoda-
tinkalvon ja laipan välissä on ohut silikonirengas. Puoliskot kiinnitetään toisiinsa
polykarbonaatista valmistetuilla laipoilla, jotka kiristetään nylonruuveilla. Laippo-
jen ja astian välissä on paksu silikonirengas. Astian näytepuoli ja leväpuoli sulje-
taan kumikorkeilla. Leväpuolen korkissa on ilmastusputki sekä ilman poistoputki.
Ilmastusputkeen johdetaan paineilmaa steriilisuodattimen läpi silikoniputkella.
Kaikki astioissa käytetty silikoni on erikoisvalmisteista myrkytöntä silikonia.
3.3.4 Testin suoritus
Fosforinälkiinnytetty leväsuspensio valmistetaan 5 % Z8-ravintoliuokseen (Kotai
1972), joka on puskuroitu trisillä pH 7:ään tai 8:aan. Ravintoliuoksessa on fosforia
vain 20 µg/L. Leväympin siirrostuksen jälkeen suspensiota kasvatetaan 9 vrk
+20±1oC:ssa ja 4200±200 luxin valaistuksessa (cool white fluorescent). Kasvatus
tehdään 5 L Erlenmeyerpulloissa. Ravintoliuos valmistetaan pääosin samalla taval-
la kuin standardissa SFS 5072 (myrkyllisyystesti leväpuhdasviljelmällä) on kuvat-
tu. Valmistettaessa fosforitonta tai vain 20 µg /L sisältävää ravintoliuosta korvataan
tarvittava määrä K2HPO4-liuosta KCl:lla.
Mikäli vesinäytteet eivät sisällä liikaa fosforia, ne voidaan testata sellaisenaan,
mutta kiintoainenäytteet on suspendoitava fosforittomaan ravintoliuoksella ennen
testausta. Näytteen fosforipitoisuus olisi hyvä säätää noin 250 µg /L:ksi.
Testin alussa fosforinälkiinnytetty leväsuspensio laimennetaan 1:1 täysin fos-
forittomalla puskuroidulla ravintoliuoksella. Näin varmistetaan fosforirajoitteiset
olot testissä. Ko. suspensiota kaadetaan 275 ml levänkasvatusastioiden leväpuolel-
le ja vastaavasti näytepuolelle kaadetaan 275 ml näytettä. Näytepuoli peitetään alu-
miinifoliolla, jotta näytteessä mahdollisesti olevien levien kasvu estetään. Astioita
inkuboidaan ravistelupöydällä vähintään kaksi viikkoa +20±1 oC:ssa ja 4200±200
luxin valaistuksessa. Juuri ennen testiä sekä leväsuspensiosta että näytteestä mää-
ritetään fosforipitoisuudet. Testin aikana leväpuolelle vaihdetaan uusi leväsuspen-
sio viikoittain ja vanhasta suspensiosta määritetään fosforipitoisuus. Testien yhtey-
dessä tehdään aina vähintään yksi kontrollikoe, jossa näytepuolelle ei lisätä näytet-
tä vaan ortofosfaattiliuosta. Käyttökelpoisen fosforin pitoisuus saadaan selville, kun
tiedetään levien sitoman fosforin määrä ja näytteen alkuperäinen fosforipitoisuus.
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3.4 Planktonmesokosmokset
Pirjo Kuuppo, Suomen ympäristökeskus
3.4.1 Manipulointi ja koematriisi
Planktonekosysteemitutkimuksissa kelluvia koealtaita voidaan käyttää simuloimaan
esimerkiksi ravinnepulssin vaikutusta ja ravinteiden kulkeutumista tai saalistuk-
sen vaikutusta ravintoketjuissa. Menetelmän ajatuksena on sulkea osa vapaan ve-
den ekosysteemiä tarkasteltavaksi “paketiksi” siten, että veden virtausten vaikutus
tutkimuskohteeseen on eliminoitu muiden ympäristömuuttujien pysyessä mah-
dollisimman luonnonmukaisina. Tällöin voidaan periaatteessa tutkia yhden plank-
tonlaikun, “patchin” rakennetta, dynamiikkaa ja niitä sääteleviä tekijöitä. Monito-
roinnilla eli pistenäytteenotolla ei planktonekosysteemistä voida koskaan saada
tällaisen aktiivisen koejärjestelyn kaltaista informaatiota, sillä horisontaalisten vir-
tausten ansiosta vesi vaihtuu koko ajan näytepisteessä.
Kelluvien koealtaiden rakentaminen ja mesokosmikokeen pystytys on aikaa
vievä ja suuritöinen urakka. Planktonmesokosmikokeiden suorittaminen vaatii pal-
jon työvoimaa, ja kokeesta saatava hyöty sekä tulosten määrä ja laatu on syytä mak-
simoida.
Planktonekologisissa tutkimuksissa käytettyjen kelluvien koealtaiden koko ja
rakenne voi vaihdella tarkoituksesta ja kokeen kestosta riippuen. Lyhytaikaisissa,
muutaman päivän kestävissä kokeissa voidaan käyttää noin 100 L kokoisia pusseja.
Pitempiaikaisissa, viikkoja kestävissä kokeissa säkkien tilavuuden tulee olla kym-
meniä kuutiometrejä, jotta ns. “pulloefektiä” ei pääsisi kehittymään.
Riippuen tutkimuksen kysymyksenasettelusta koeyksiköihin voidaan lisätä
ravinteita tai niistä poistaa suurempi eläinplankton. Ravinnelisäyskokeissa mani-
puloinnit tehdään usein ns. faktorikoematriisien avulla (Box ja Draper 1987), jol-
loin koetuloksista voidaan rakentaa empiirisiä malleja kuvaamaan ekosysteemin
vasteita käytetyille manipulaatioille.
Mesokosmikokeista saatavia tuloksia voidaan mallintaa paitsi faktorikoerat-
kaisujen avulla, niistä voidaan tehdä hiilen ja ravinteiden kiertoa kuvaavia malleja,
massabalanssilaskelmia, tai käsitellä muilla tavoin.
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Ravinnelisäyksen lisäksi manipulaationa voidaan käyttää esisuodatusta, jolla
poistetaan koeyksiköistä eläinplankton. Tällöin voidaan selvittää sitä, sääteleekö
planktonyhteisöä ravinteiden saatavuus (bottom up) vai eläinplanktonin aiheutta-
ma saalistus (top down). Koematriisi on muotoa 23 ja koeyksiköiden lukumäärä
vastaavasti 6.
Kalanpoikaslisäyksellä päästään saman suuntaiseen tulokseen: kalanpoikas-
ten syömien eläinplanktereiden vaikutuksesta kasviplanktonia säätelevien laidun-
tajien määrä muuttuu kokeen kuluessa. Orgaanisen hiilen lisäyksellä parannetaan
bakteeriplanktonin tuotanto-olosuhteita, jolloin voidaan selvittää bakteeriplank-
tonin ja levien välistä ravinnekilpailua. Orgaanisen hiilen lähteenä käytetään esi-
merkiksi sakkaroosia tai glukoosia.
3.4.2 Näytteenotto ja mitattavat muuttujat
Seuraavassa on esimerkki eräästä mesokosmoskokeen koejärjestelystä ja mitatuis-
ta muuttujista:
Kokeessa käytettiin manipulaatioina typen ja fosforin yhteislisäystä sekä so-
keri- ja kalanpoikaslisäystä koeyksiköihin. Koesuunnittelumatriisi oli muotoa 23 ja
koeyksiköiden lukumäärä 6, joista yksi oli manipuloimaton kontrolli. Kokeen kesto
oli 14 päivää. Koeyksiköiden tilavuus oli 35.3 m3.
Taulukko 1. Kokeen aikana mitattavat perusmuuttujat:
Päivittäin Joka toinen päivä Joka kuudes päivä
PO
4
-P POC (kokonais-, <20µm, <2µm) yhteisöhengitys
NH
4
-N PON (kokonais-, <20µm, <2µm)
NO
3
-N POP (kokonais-, <20µm, <2µm)
a-klorofylli (kokonais-) DON
perustuotanto DOP
bakteerituotanto a-klorofylli (<20µm, <2µm)
liuennut epäorgaaninen hiili (TIC)
bakteerien biomassa
kasviplanktonin biomassa
alkueläinbiomassa
eläinplanktonin biomassa
säteilyprofiili
lämpötilaprofiili
3.4.3 Koeyksiköiden rakenne
Kokeissa käytetään valoa läpäiseviä muovisäkkejä, jotka kiinnitetään kelluvaan lai-
turiin tai laitureihin ja ankkuroidaan pohjaan siten, että ne eivät lähde ajelehti-
maan kovallakaan tuulella. Kasviplanktonin tuotantomittauksia silmällä pitäen
valaistuksen tulee olla kaikissa koeyksiköissä yhtä suuri. Erityistä huomiota on siis
kiinnitettävä koeyksiköiden sijoitukseen vedessä.
Pienet (100-200 L) säkit on yksinkertaisinta kiinnittää yhteen laituriin riviin ja
rivin päihin laittaa ylimääräiset säkit valontasausta varten. Laituri tulee ankkuroida
siten, että säkit eivät varjosta toisiaan. Säkit suojataan kevyesti läpinäkyvällä muovil-
la mahdollisten kontaminaatioiden, esimerkiksi lintujen aikaansaaman ravinnelisä-
yksen, välttämiseksi. Pieniin säkkeihin ei ole välttämätöntä tehdä erityisiä rakenteita
mm. näytteenottoa varten. Näytteenotto voi tapahtua yksinkertaisesti kauhomalla
säkistä vettä puhtaalla happopestyllä astialla huolellisen sekoittamisen jälkeen.
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 57Suomen ympäristö 682
Suurten säkkien rakentaminen on huomattavasti monimutkaisempaa, työ-
läämpää ja kalliimpaa kuin pienten säkkien rakennus. Siksi kannattaa harkita, tar-
vitaanko kokeisiin suuren mittakaavan koeyksiköitä vai riittääkö tutkimukseen
vaatimattomampi koejärjestely.
Oheisessa kuvassa on kaavio suurikokoisesta kelluvasta säkistä. Sen kokonais-
syvyys on 14 metriä, josta pohjakartion osuus 2 m. Säkki on kiinnitetty pinnalla
kelluviin puisiin laitureihin. Pohjaan se on ankkuroitu painoilla. Säkin suppilon-
muotoinen pohjaosa kerää laskeutuvan orgaanisen aineen, josta voidaan kokeen
aikana kerätä näytteitä suppilosta pintaan tulevaa letkua pitkin imupumpulla.
Vesinäytteenotto säkistä voidaan tehdä normaalilla vedennoutimella (esim.
Ruttner) laskemalla noudin säkin keskeltä. On huolehdittava siitä, ettei noudin
vahingoita säkin muovisia seiniä. Jos säkin seinään tulee repeämä, vesi vaihtuu
säkin ja ulkopuolen välillä eikä luotettava ravinteiden massabalanssin laskeminen
onnistu. Hyvä vaihtoehto syvän säkin näytteenottoon on näyteveden pumppaa-
minen pinnalta letkua pitkin esimerkiksi peristalttipumpun avulla.
Kuva 1. Kaavio kelluvasta säkistä.
3.4.4 Tulosten tulkinta ja soveltaminen
Säkkikokeista saatava informaatio sisältää planktonlaikun, “patchin” rakennetta,
toimintaa ja niiden muutoksia käytettyjen manipulaatioiden suhteen kokeen aika-
na. Vertailukohteena säkkikokeissa tulee olla manipuloimaton referenssi eli koeyk-
sikkö, jota ei manipuloida kokeen kuluessa. Lisäksi voidaan referenssinä käyttää
vettä säkkien ulkopuolelta, mistä mitataan joitakin keskeisiä perusmuuttujia, esim.
veden lämpötilaa, säteilyä, liuenneiden ravinteiden pitoisuuksia, leväbiomassaa (a-
klorofylli), sekä perus- ja bakteerituotantoa.
Planktisten mesokosmoskokeiden tulosten soveltaminen ulappa-alueella laa-
jemmassa mittakaavassa on mahdollista esimerkiksi pienimittakaavaisten fysikaa-
listen mittausten avulla.
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3.5 Sedimentaatio
Anna-Stina Heiskanen, Suomen ympäristökeskus
3.5.1 Yleistä
Vesistöjen ulappa-alueilla ja rantavyöhykkeillä laskeutuva orgaaninen ja epäor-
gaaninen aines muodostuu monista lähteistä: levästä ja muusta tuotantokerroksen
planktonmateriaalista, liettymällä takaisin sedimentistä, maa- ja ranta-alueilta ta-
pahtuvina päästöinä sekä ilmaperäisenä laskeumana. Tuoreen orgaanisen aineen
pääasiallinen kulkeutuminen sedimenttiin tapahtuu syyskukinnan lopulla. Piile-
villä on suuri laskeutumisnopeus ja ne ovat siten pääasiallinen apukeino kuljetet-
taessa orgaanista ainesta alaspäin. Sinileväkukintojen vajoaminen on yleensä vä-
häistä. Laskeutuva orgaaninen aines on tärkeä ravintolähde pohjaeläimille. Orgaa-
nisen aineen runsas sedimentaatio voi aiheuttaa hapenpuutetta pohjalla.
Vajoavan aineksen mittaaminen on ns. jatkuva mittausmenetelmä. Näytteen-
otin kerää vajoavaa kiintoainesta pidemmän ajan, jolloin vesialueen tapahtumista
saadaan ajallinen kokonaiskuva. Vajoavan aineksen mittaaminen lisää perinteisiin
planktontutkimuksiin ajallista ja paikallista ulottuvuutta. Menetelmä on hyödylli-
nen tutkittaessa vesialueen ainetaseita tai haitallisten ja myrkyllisten aineiden kul-
keutumista vesistöissä. Vajoavaa ainesta voidaan mitata järvissä, jokien suistoissa,
merenlahdissa ja avomerellä. Mittaus ei yleensä sovellu virtaaviin vesiin, sillä no-
pea virtaus heikentää menetelmän luotettavuutta.
3.5.2 Menetelmä
Menetelmässä käytetään sylinterin muotoisia keräilyastioita, joissa on yksi tai mielui-
ten kolme sylinteriä. Sylintereiden korkeus/halkaisija suhde on 5 - 10. Sylinterin läpi-
mitan tulee olla vähintään 45 mm. Keräilylaitteistoon kiinnitetään peräsin, joka kääntää
telineen virtauksen tulosuuntaa vasten. Laitteisto ankkuroidaan pohjaan ja sen ylä-
osaan kiinnitetään poiju antamaan nostetta. Samaan kiinnityspaikkaan on suositel-
tavaa kiinnittää useita keräilyastioita eri syvyyksille mikäli mahdollista. Sylinterien
kallistuminen vaikuttaa niiden keräystehokkuuteen. Keräilyastiat asetetaan tuotta-
van kerroksen alapuolelle, jotta leväkasvu sylintereissä estyisi. Ankkurointi tulee
merkitä riittävän suurella pintapoijulla ja mahdollisesti tutkaheijastimella ja valolla.
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Keräysjakso voi vaihdella muutamasta päivästä useisiin viikkoihin riippuen
tutkimusalueen sijainnista ja tutkimussuunnitelmasta. Mikäli vajoavaa ainesta pi-
detään sylinterissä pidempään kuin kaksi päivää, voidaan käyttää kestävöintiai-
netta. Aineen valinta riippuu siitä, mitä analyysejä näytteistä on tarkoitus tehdä.
Säilöntäaineena voidaan käyttää esim. konsentroitua formaliinia. Säilöntäaine voi-
daan lisätä diffuusiokammioon, joka kiinnitetään sylinterin ulkopuolelle tai sylin-
teri voidaan täyttää laimealla formaliiniliuoksella sekoitettuna suodatettuun tai
keinotekoiseen meriveteen (tiheyden tulee olla suurempi kuin kohteessa olevan
ympäröivän veden).
Kertynyt materiaali tyhjennetään sylinterin pohjassa olevan hanan kautta tai
keräämällä sylinterin koko tilavuus. Kevätkukinta-aikana keräilyastiat tulee tyhjen-
tää viikoittain mikäli mahdollista. Kesällä ja syksyllä voidaan käyttää pidempiä aiko-
ja. Saatavilla on myös kaupallisia sylintereitä sekä automatisoituja laitteistoja, joissa
on useita keräyskammioita. Sylinterit tulee nostaa ja säilyttää pystyasennossa.
Jos hiukkaspitoisuus suhteessa koko näytteeseen on pieni, näyte voidaan kä-
sitellä kuten tavallinen vesinäyte. Näyte voidaan jakaa osanäytteisiin sekoittamalla
se ensin huolellisesti. Osanäytteet suodatetaan ja mikroskopoidaan. Jos hiukkas-
määrä on suuri verrattuna näytteen kokonaistilavuuteen, laskeutuneen aineen ylä-
puolella oleva vesi voidaan poistaa dekantoimalla tai lapolla, konsentroida näyte
sentrifugoimalla sekä säilyttää se analyysejä varten kuten tavalliset sedimenttinäyt-
teet. Näytteet kylmäkuivataan petrimaljoilla. Samasta näytteestä voidaan määrit-
tää orgaaninen ja epäorgaaninen aines. Näytteen säilytystapa on riippuvainen ana-
lyyseistä.
Näytteistä voidaan analysoida mm seuraavat muuttujat:
• sedimentoituneen aineen kokonaismäärä (kuivapaino)
• orgaaninen ja epäorgaaninen hiukkasaine
• hiili, ravinteet, leväpigmentit
• kasviplankton ja muut planktonjäämät
• raskasmetallit
• pysyvät orgaaniset haitta-aineet (POPs)
• a-klorofylli ja muut pigmentit voidaan analysoida yleistiedoksi vesinäytteestä.
Vajoavana aineksen määrän laskeminen:
• Näytteet, jotka on käsitelty kuten vesinäyte (suodatettu näyte) vajoava aines
(mg m-2d-1)=( Cs/n ) x (Vt /Vf) x (10
4/A) (1)
• Näytteet, jotka on käsitelty kuten sedimenttinäyte (kylmäkuivattu näyte) va-
joava aines
(mg m-2d-1)=(C/n) x (104/A) (2)
jossa
Cs = laskeutuneen materiaalin paino osanäytteessä (mg)
C = laskeutuneen materiaalin kokonaispaino keräysastiassa (mg)
A = keräyssylinterin kokonais pinta-ala (cm2)
Vt = käsitellyn keräysyslinterin kokonaistilavuus (ml)
Vf = suodatetun osanäytteen tilavuus (ml)
n = keräilypäivien lukumäärä
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3.5.3 Vaikuttavat tekijät
Keräysastioiden sijoittelu tulee harkita huolellisesti, sillä suuri virtausnopeus sekä
matalien alueiden ja rannikkovyöhykkeen läheisyys aiheuttavat resuspensiota, joka
johtaa tuotannon yliarviointiin. Säilöntäaineen valinta tulee harkita huolellisesti riip-
puen analyyseistä. Säilöntäaineen käytöstä johtuen saattaa sylinterin pohjalle keräy-
tyä kuollutta eläinplanktonia ja muita mikro-organismeja. Sen vuoksi seisotettu ai-
nes tulee tarkastella mikroskoopilla. Siivilöidystä näytteestä eläinplankton voidaan
poimia mikroskoopin alla. Näyte voidaan myös siivilöidä jälkikäteen 200 mm silmä-
koon haavikankaan läpi. Tällöin kuitenkin menetetään osa muusta vajonneesta ai-
neesta. Kestävöinti voi aiheuttaa virheitä muuttamalla vajonneen aineksen kemial-
lista koostumusta. Mikäli keräysastia on mahdollista tyhjentää usein (1-3 päivän si-
sällä), säilöntäainetta ei ole tarpeen käyttää. Ainesten horisontaalikuljetus ja laikut-
taisuus vaikuttavat myös mittaustuloksiin.
3.5.4 Tulosten tulkinta
Sedimentaatiomittauksia voidaan käyttää arvioitaessa vuodenaikaista tai vuosit-
taista uutta tuotantoa (ts. kokonaislevätuotantoa, johon vaikuttavat ulkoiset ra-
vintolähteet). Sedimentaatiomittaukset ovat myös tärkeä elementti laadittaessa ra-
vinnetaseita tai tutkittaessa ravinteiden dynamiikkaa pelagisessa systeemissä.
Menetelmällä on hyvä toistettavuus. Jos mittaukset tehdään lähellä rantavii-
vaa, matalilla alueilla tai suljetuissa lahdissa resuspensiolla saattaa olla huomattava
vaikutus pystysuorien virtausten mittauksiin. Avoimilla alueilla tämä ongelma on
vähäisempi. Mikäli ankkurointipaikka valitaan huolella suurin osa vaihtelusta ai-
heutuu vaihteluista perustuotannossa sekä pelagisen systeemin kierrätys ja pidä-
tyskyvystä.
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3.6 Vesisammalmenetelmät
Kari-Matti Vuori, Keski-Suomen ympäristökeskus
3.6.1 Yleistä
Vesisammalet ovat tärkeitä perustuottajia erityisesti humuspitoisissa jokivesistöissä,
joissa voimakas virtaus ja valaistusolot rajoittavat muiden vesikasvien esiintymistä.
Rakenteeltaan ne ovat muiden sammalten tavoin yksinkertaisia: Kasvilla ei ole joh-
tojännettä eikä juuria, vaan juurtumahapset kiinnittävät verson alustaansa. Monet
vesisammallajit muodostavat virtapaikoilla tiheitä kasvustoja pysyvästi veden alla
oleville kiinteille pinnoille, kuten koskikiville. Eräät lajit ovat laajalle levinneitä ja
sietävät hyvin saastumista. Pohjassa kasvavina, pitkäikäisinä eliöinä ne kuvaavat
pohjan myötäistä kuormitusta ja jokien ekologista tilaa. Vesisammalia on käytetty
monissa Euroopan jokivesistöissä erityisesti metallikuormituksen seurannassa.
Vesisammalmenetelmiä on kehitelty ja sovellettu Länsi-Suomen ympäristö-
keskuksessa. Näytteitä voidaan ottaa luonnon alustoilla kasvavista vesisammalista
tai tehdä niillä siirtoistutuskokeita. Vesisammalia on käytetty lähinnä maankäytön
aiheuttaman metallikuormituksen vaikutusten selvittämiseen sekä orgaanisten
myrkkyjen ja radioaktiivisten aineiden aiheuttaman likaantumisen arvioinnissa ja
seurannassa.
Vesisammalten tuoreet versonosat keräävät mm. metalleja lehtisolukkoihin
nopeasti ja kohonneet pitoisuudet säilyvät niissä pitkään. Tuoreista versonosista
mitatut pitoisuudet soveltuvat lähinnä lyhytkestoisten kertymähuippujen seuran-
taan ja kuormituslähteiden kartoittamiseen. Koko verson metallipitoisuudet ilmen-
tävät pitempiaikaista kuormitusta sekä sitä tasoa, jolle sammalissa elävät vesiselkä-
rangattomat ja niitä syövät kalat altistuvat ravintonsa kautta. Vesisammalkasvus-
toihin kertyvä kiintoaines ja versojen vanhempiin osiin muodostuva mikrobeista,
alkueläimistä, sienistä ja levistä koostuva orgaaninen pintakerros kerää myös te-
hokkaasti mm. metalleja. Lisäksi sammalkasvustoista on helppo mitata epäorgaani-
sen kiintoaineen määrää ja seurata siten pohjalle laskeutuvan tai pohjanmyötäi-
sesti kulkeutuvan kiintoaineen kuormitusta. Vesisammalmenetelmä on todettu
käytännölliseksi virtavesien veden laadun ja kuormituksen seurannassa.
3.6.2 Siirtoistutusmenetelmä
Siirtoistutuskokeissa käytetään yleisesti Fontinalis (näkinsammal)-heimon lajeja.
Sammalia on helppo kerätä ja siirtää paikasta toiseen. Vesisammaltupot siirretään
koepisteisiin puhtaalta alueelta. Näytteiden alkuhistorian ja taustapitoisuuksien
tulee olla tunnetut ja mahdollisimman samankaltaiset. Kivien pinnoilta irrotetta-
vat sammalet kerätään mieluiten samalta syvyysalueelta hieman keskiveden tason
alapuolelta. Käsin poimitut vesisammalet kuljetetaan tutkimuskohteisiin kannelli-
sissa, happopestyissä ämpäreissä, kylmälaukuissa. Yhteen ämpäriin mahtuu noin
kolmen tupon verran sammalta. Sammalia otettaessa noudatetaan varovaisuutta
ja liikkumista koskessa rajoitetaan siten, että jokainen näyte-erä tulee kulkematto-
malta alustalta. Vesisammalet kiinnitetään nippusiteillä siirtoalustoille ja ankkuroi-
daan uoman pohjaan sekä koepisteisiin ja kontrollipisteeseen. Samalla kerätään
referenssinäytteet, jotka pakastetaan laboratoriossa.
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Siirtoistutusmenetelmään voidaan yhdistää myös ns. kolonisaatio-jakso, jona
aikana pohjaeläinten annetaan ennen testiä kolonisoida sammalet. Kolonisaatio-
jakson jälkeen vesisammalalustat pohjaeläimineen siirretään varsinaisiin tutkimus-
kohteisiin.
Näytteenotossa sammaltupsut irrotetaan alustoista arvotussa järjestyksessä.
Ne huuhdotaan jokivedessä huolellisesti, ylimääräinen vesi puristetaan kevyesti
pois ja näyte suljetaan pakastepussiin. Näytteet pakataan kylmälaukkuihin ja pa-
kastetaan laboratoriossa. Ennen analyysejä näytteet sulatetaan, tietyt osat leikataan
analyyseihin ja määritykset tehdään. Yhteen näytteeseen tarvitaan 40 - 100 mg ve-
sisammalta. Sammaltuppaista käsin poimitut pohjaeläimet säilötään 70 % etano-
liin lajimäärityksiä varten.
Siirtoistutusmenetelmän avulla voidaan minimoida yksilöiden ja lajien väliset
erot. Se mahdollistaa myös ajan ja kuormituksen keston kontrolloinnin. Sammalten
siirtoistutusta on käytetty apuna mm. tarkasteltaessa veden laatua, metallien pitoi-
suuksia, organoklooriyhdisteitä sekä järvissä lyijyn kierokulun selvittämiseen.
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3.7 Vesiperhostoukkamenetelmät
Kari-Matti Vuori, Keski-Suomen ympäristökeskus
3.7.1 Yleistä
Pohjaeläinyhteisöjä käytetään rutiininomaisesti lukuisissa velvoitetarkkailuissa ja
jokien tilan seurannoissa. Yhteisötason vasteet - lajien esiintymisen ja runsauden
muutokset sekä bioottiset indeksit - ovat käyttökelpoisia ympäristömuutosten kar-
kean tason mittareina. Koska ympäristökuormituksen aiheuttama paine kohdistuu
ensisijaisesti eläinyksilöiden ja - populaatioiden kasvuun, kuolevuuteen ja lisään-
tymiseen antavat nämä mittarit täsmällisemmän kuvan kuormituksen suhteesta
vaikutuksiin. Virtaavien vesien pohjaeläimille on kehitetty myös erilaisia tervey-
dentilan mittareita ilmentämään kuormituksen haitallisuutta ja määrittelemään raja-
arvoja haitallisten aineiden pitoisuuksille.
Pohjaeläimistä erityisen tehokkaita haitallisten aineiden vesistövaikutusten
ilmentäjiä ovat vesihyönteisten toukkavaiheet. Vesiperhostoukkien käyttöä ympä-
ristökuormituksen mittareina virtaavissa vesissä on kehitetty Länsi-Suomen ym-
päristökeskuksessa.
Suomessa esiintyy useita Hydropsychidae- ja Arctopsychidae- heimon lajeja. Ne
ovat yleisiä monentyyppisissä virtavesissä ja niiden elinympäristövaatimukset tun-
netaan suhteellisen hyvin. Nopean aineenvaihduntansa vuoksi vesihyönteisten
katsotaan soveltuvan hyvin erityisesti kertymätutkimuksiin. Toukkien kokonais-
metallipitoisuus ilmentää sekä kudoksiin kertynyttä sekä suolen sisällön ja ruu-
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miin ulkopinnan metallipitoisuuksia. Yleisyytensä ja runsautensa sekä lajien välis-
ten akkumulaatioerojen vähäisyyden vuoksi Hydropsyche-suvun lajeja on pidetty
erityisen soveliaina metallikuormituksen ilmentäjinä.
Vesiperhosten kutomien pyyntiverkkojen rakennemuutoksia käytetään myös
osoittamaan muutoksia ympäristön tilassa. Suodattajavesiperhostoukat kutovat
koskikivien pinnoille silkkisen pyyntiverkon, joka häiriintymättömissä olosuhteis-
sa on rakenteeltaan säännönmukainen. Toukkien altistuessa haitta-aineille (esim.
raskasmetallit tai orgaaniset yhdisteet) verkoissa havaitaan selviä rakennevirheitä.
Kanadalaisten ja ruotsalaisten laboratoriotutkimuksissa on osoitettu selvä yhteys
haitta-aineiden ja verkon rakennevirheiden välillä. Kyse on mitä ilmeisimmin häi-
riöstä toukkien verkon kudontaan liittyvässä käyttäytymisjärjestelmässä. Verkko-
poikkeamia voidaan pitää ns. early-warning-indikaattorina virtavesien haitta-ai-
nekuormitukselle. Samanlaisia poikkeamia on havaittu myös kenttätutkimuksissa.
Yksilöiden ja populaatioiden terveydentilan mittareina voidaan käyttää myös
toukkien morfologisia poikkeamia. Muutoksia anaalipapilleissa ja kiduksissa on
tutkittu eniten. Morfologiset muutokset ilmenevät suhteellisen nopeasti (muuta-
missa päivissä). Ne haittaavat ja estävät toukkien normaalia kehitystä. Tämän vuoksi
morfologisten muutosten tutkiminen soveltuu hyvin sekä akuuteissa toksisuustes-
teissä käytettäviksi vasteiksi että luonnon populaatioiden terveydentilan mittareiksi.
3.7.2 Menetelmät
Laboratoriokokeet
Haitallisten aineiden ekologisten vaikutusten selvittämiseksi virtavesissä kehitet-
tiin suodattajavesiperhosilla tehtäviksi toksisuustesteiksi soveltuvia mikrokosmok-
sia. Niissä voidaan tutkia toukkien käyttäytymistä, morfologiaa ja kasvua. Mikro-
kosmokset ovat tilavuudeltaan yhden litran kokoisia pyöreitä muovipurkkeja, joi-
den pohjalle asetetaan tiiviisti pohjaa peittävä muoviruohon kappale. Virtaus saa-
daan aikaan johtamalla purkkeihin reiitettyjen letkujen kautta paineilmaa. Toukat
kutovat verkkonsa muovitupsujen väliin.
Toukkia voidaan altistaa myös staattisissa olosuhteissa kemikaaleille ja jäteve-
sille yleensä 72 tunnin ajan. Kokeen jälkeen niiden rakenteellisia muutoksia tarkas-
tellaan mikroskoopilla tai seurataan kokeen aikana niiden käyttäytymisessä havait-
tavia muutoksia. Vastaavanlaisissa mikrokosmoksissa voidaan testata myös kroo-
nisia vaikutuksia käyttämällä läpivirtaus- ja in situ-menetelmiä.
Maastotutkimukset
Selvitettäessä erilaisten ympäristötekijöiden ekologisia vaikutuksia vesiselkäran-
gattomiin myös siirtoistutusten ja maastokokeiden käyttö on yleistynyt. Maastossa
suodattajavesiperhostoukkien yksilö- ja populaatiovasteita voidaan tutkia siirtois-
tutusten avulla. Niissä voidaan käyttää viemäriputkia (pituus 35 cm ja halkaisija 10
cm), joiden toiseen päähän kiinnitetään tiivis (silmäkooltaan 0,5 mm) seulaverkko
ja toiseen päähän samasta verkosta irrotettava kansi. Putkiin asetetaan irrotettavat
solukumiset alustat, joihin pistetyt hyönteisneulat toimivat toukkien verkonkudon-
ta- ja kiinnittymisalustoina. Toukat siirretään putkiin puhtailta alueilta ja kuljete-
taan tutkimuskohteisiin. Kokeiden aikana seurataan toukkien kuolleisuutta, kehit-
tymistä, morfologisia muutoksia sekä koteloitumisen onnistumista.
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Julkaisu
Vuori, K-M. 1993. Hydropsychidae-heimon vesiperhostoukat ympäristökuormituksen mittareina
virtaavissa vesissä. Vesi- ja ympäristöhallinnon julkaisuja - sarja A , no 170. 42 s.
Vuori, K-M. 2002. Vesisammal- ja vesiperhostoukkamenetelmät jokivesistöjen haitallisten ainei-
den riskinarvioinnissa ja seurannassa. Suomen ympäristö nro 571, Länsi-Suomen ym-
päristökeskus. 89 s.
Vuori, K-M. 2002. Hydropsychid (Triptera, Hydropsychidae) gill abnormalities as morphological
biomarkers of stream pollution. Freshwater Biology 47, 1297-1306.
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Myrkyllisyystutkimukset –
ekotoksikologia
4.1 Yleistä
Ympäristöön kohdistuvia ekotoksikologisia vaikutuksia voidaan tutkimuksellises-
ti lähestyä useilla tavoilla. Vaikutukset ilmenevät biologisen ympäristön toimin-
nassa ja rakenteessa. Erilaisten biotestimenetelmien ylivoimainen etu on, että niillä
mitataan suoraan tutkittavaa asiaa eli vaikutusta.
Ekosysteemin monimutkaisuuden vuoksi kokonaisuuden hallinta täsmällis-
ten syy-seuraussuhteiden tasolla on lähes mahdotonta, minkä vuoksi vaikutuksia
ja vaikutusmekanismeja on mitattava osakokonaisuuksien kautta. Ekotoksikolo-
gisten vaikutusten ennustamisen vaikein tilanne on pienten pitoisuuksien ja pit-
käaikaisen altistuksen subletaali vaikutus koko eliöyhteisöön. Yleensä mitä rajoite-
tumpaa systeemin osaa tutkitaan sitä tarkempaan tulokseen päästään, mutta sitä
heikompaan ennustettavuuteen todellisessa ympäristössä. Vastaavasti mitä useam-
man muuttujan kokonaisuutta tutkitaan, sitä paremmin lähestytään todellista ym-
päristöä, mutta syy-seuraussuhteiden hallinta heikkenee muuttujien lisäämisen
myötä.
Toksisuustesteissä pyritään altistusannoksen ja vaikutuksen suhteen löytämi-
seen. Testit kohdistuvat usein eliön ja ekosysteemin kannalta tärkeään vaikutus-
tyyppiin: kuolemaan, lisääntymiseen, kasvuun jne. Kun testieliönä käytetään pientä/
mikroskooppisen pientä vesieliötä, ei suoraan eliöön joutuvaa annosta voida mita-
ta kuten esim. nisäkästesteissä. Altistuksen ja vaikutuksen suhde perustuu yleensä
ympäröivään pitoisuuteen eli aineen pitoisuuteen testiliuoksessa. Ekotoksikologi-
sista menetelmistä käytetyimpiä ovat yksilajitestit, monilajitestit sekä nykyisin myös
solutestit.
Myrkyllisyystestimenetelmät perustuvat useimmiten kansallisiin (SFS) ja kan-
sainvälisiin (ISO ja EN) standardeihin. Kemikaalitestauksessa käytetään OECDn
menetelmäohjeita (OECD´s Guidelines for the Testing of Chemicals). Muita edel-
listen kanssa lähes yhteneviä menetelmäohjeita ovat muun muassa USAn (EPA,
ASTM) ja Kanadan (Environment Canada) menetelmäohjeistot, jotka ovat varsin
yksityiskohtaisia, mutta poikkeavat jossain määrin vastaavista ISO- ja EN-standar-
deista. Meriympäristöön soveltuvia menetelmiä löytyy HELCOMin ja OSPARCO-
Min menetelmäohjeistoista.
4.2 Lyhytaikaiset yksilajitestit
4.2.1 Yleistä
Lyhytaikaiset yksilajitestit eli ns. akuutit myrkyllisyystestit ovat yksinkertaisimpia
ekotoksikologisia menetelmiä. Niillä voidaan testata suuria näytejoukkoja, ja niitä
voidaan käyttää seuranta- ja seulontatarkoituksiin niiden lyhytkestoisuuden, testi-
olosuhteiden hallittavuuden sekä tulosten hyvän toistettavuuden ja vertailtavuu-
den ansiosta. Yksilajitestit osoittavat tutkittavan aineen potentiaalisen haitallisuu-
den ympäristölle ja altistuspitoisuustason, jolla haitallisuus ilmenee. Yksilajitestin
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perusteella ei voida suoraan ennustaa vaikutusta muihin eliöihin. Vaikutusarvion
luotettavuutta parantaa merkittävästi, jos sama kohde testataan useammalla yksi-
lajitestillä, joissa koe-eliöt edustavat eri trofiatasoja ja/tai vaikutusmekanismeja.
Menetelmät ovat useimmiten staattisia testejä, jolloin testiliuosta ei vaihdeta
testin kuluessa. Siten menetelmän käyttö edellyttää tutkittavan aineen pysyvyyttä
testin keston aikana tai pitoisuuden muutoksen tuntemista. Aineen haihtuvuus,
hajoaminen tai muu pitoisuuteen vaikuttava ominaisuus on otettava huomioon
testijärjestelyissä. Yksilajitestejä voidaan tehdä myös semistaattisilla ja läpivirtaus-
menetelmillä.
Testivalinnassa ja -järjestelyissä on tarpeen tuntea testattavan aineen ominai-
suuksia ja käyttäytymistä muunkin kuin pysyvyyden osalta. Huomiota on kiinni-
tettävä siihen, että testillä todella mitataan haluttua asiaa eli yleensä näytteen myr-
kyllisyyttä, eikä testijärjestelyistä johtuvaa fysikaalisen ympäristön muutosta, joka
on eliön viihtyvyysrajojen ulkopuolella (pH, happi, osmoottiset tekijät, kiintoai-
ne). Toisaalta on otettava huomioon, että esim. pH-säätö voi muuttaa merkittävästi
tutkittavan näytteen ominaisuuksia. Tällöin ratkaisut testiolosuhteiden säädöstä
on harkittava tapauskohtaisesti.
Myrkyllisyystestin vertailtavuus ja toistettavuus perustuvat paitsi testiolosuh-
teiden vakiointiin myös testieliön ja sen toksisuusvasteiden pysyvyyteen. Koe-eli-
öiden ylläpito ja kasvatus on syytä vakioida ja testeissä tulee käyttää saman ikäisiä
ja kuntoisia eliöitä. Toksisuusvasteen tarkistus tulee aina tehdä myrkyllisyydeltään
tunnetulla yhdisteellä, jonka vaikutuspitoisuus tunnetaan laajasti tehtyjen toisto-
sarjojen kautta. Tarkempaa tietoa aiheesta on saatavilla standardista SFS-EN ISO
5667-16:1999, Veden laatu. Näytteenotto. Osa16: Ohje biotestinäytteiden käsitte-
lystä.
Testit soveltuvat vesinäytteiden, jätevesinäytteiden, vesiliukoisten kemikaali-
en sekä erilaisten kiinteiden matriisien vesiuutosten myrkyllisyyden määritykseen.
Käyttöalueita ovat esimerkiksi päästötarkkailut (jätevedet, kaatopaikat ym.), puh-
distustehon mittaukset, kemikaalitestaus (ympäristövaarallisuus, riskinarviointi,
ympäristömerkit), haitallisten ainevirtojen alkuperän jäljittäminen ym. Sovelluk-
sia on kehitetty myös saastuneiden maa-alueiden tutkimiseen ja sedimenttitutki-
muksiin samoin kuin ei-vesiliukoisten aineiden testaukseen.
Julkaisuja
Tana, J. & Lehtinen, K. J., 1996. The aquatic environmental impact of pulping and pleaching
operations – an overview. The Finnish Environment no.17. Finnish Environment Insti-
tute. 103 s.
Ahtiainen, J., Nakari,T., Ruoppa, M., Verta, M. & Talka, E., 2000. Toxicity screening of novel pulp
mill wastewaters in Finnish pulp mills. In: New Microbiotests for Routien Toxicity Sc-
reening and Biomonitoring, ed. Persoone ym., Kluwer Academic/Plenum Publ., New
York.
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4.2.2 Bakteeritestit
Maarit Priha, Ekolab Environmental Oy ja Jukka Ahtiainen, Suomen ympäristökeskus
4.2.2.1 Valobakteeritesti
Periaate
Testibakteeri Vibrio fischeri on yleinen meriympäristön heterotrofinen, fakultatiivi-
sesti anaerobinen, gram-negatiivinen bakteeri. Se tuottaa normaalin aineenvaih-
dunnan osana valoa näkyvällä aallonpituudella aerobisessa metaboliassa hengi-
tysketjun tapahtumien sivutuotteena. Testi perustuu bakteerin valontuoton vähe-
nemiseen, kun se altistuu haitallisille aineille. Valontuoton inhibitio kertoo häiriös-
tä bakteerin perusaineenvaihdunnassa.
Vibrio fischeri-puhdasviljelmän valontuoton vähenemä määritetään staattisel-
la testillä. Tutkittavasta näytteestä tehdään laimennossarja. Näytelaimennokset
yhdistetään valobakteerisuspensioihin ja mitataan testiliuoksen valontuotto lumin-
ometrillä (5), 15 ja 30 min kontaktiajan jälkeen. Valontuottoa testiliuoksissa verra-
taan valontuottoon kontrollinäytteessä, johon testattavaa ainetta ei ole lisätty. Näyt-
teen aiheuttamien pitoisuus/vastesuhteiden perusteella voidaan laskea näytteelle
EC50- (tai EC20-)arvo, joka on se näytepitoisuus, joka vähentää valontuottoa 50 %
(20 %) verrattuna kontrollinäytteeseen.
Menetelmän käytöstä
ISOn menetelmästandardi on jaettu kolmeen osaan sen mukaan, millä tavoin käsi-
teltyä testibakteeria käytetään. Valinta on laboratoriokohtainen, ja tyypitetyn bak-
teerikannan voi ostaa sopivasta kantakokoelmasta. Jotkut laitevalmistajat myyvät
myös kuivattuja bakteerikantoja.
Testibakteeri on peräisin meriympäristöstä, joten testiliuosten suolapitoisuus
tulee säätää bakteereille sopivaksi. Tällöin myös näytteen oma suolapitoisuus tulee
huomioida. Bakteerin hyvin sietämä pH-alue on 6 - 8.5. Mikäli testiliuosten pH
asettuu tälle välille, pH:n säätö ei ole välttämätöntä. Muussa tapauksessa pH suosi-
tellaan säädettäväksi 7:ään. Tulosten vertailtavuuden, näytetyyppien ja käyttötar-
koituksen mukaan on kuitenkin syytä harkita pH-säädön vakiointia. Koska testi
perustuu bakteerien luminesenssivalon mittaukseen, näytteen voimakas väri tai
sameus voi antaa väärän positiivisen tuloksen absorboimalla luminesenssivaloa.
Näiden ja muiden häiritsevien tekijöiden tarkastelusta kerrotaan enemmän mene-
telmästandardissa.
Kemikaalien toksisuutta valobakteeritestissä on verrattu yli 200 erityyppisen
kemikaalin osalta vastaavaan akuuttiin kalatoksisuuteen (Pimephales promelas). Tok-
sisuus korreloi varsin hyvin (r=0.81). Vertailuja myös muihin toksisuustesteihin on
tehty suppeammilla aineistoilla. Yhteenvetona todetaan, että jos aineisto on riittä-
vä, korrelaatio on yleensä positiivinen eri testimenetelmien ja valobakteeritestin
tulosten välillä. Silti suuria vaihteluja on, mikä riippuu merkittävästi testattujen
kemikaalien tyypistä ja vedenlaatumuuttujista.
Sedimentti- ja maanäytteet voidaan uuttaa veteen ja testata näiden uutosten
myrkyllisyys kuten vesinäytteiden. Myös muita uuttokemikaaleja voidaan käyttää
etenkin orgaanisia haitta-aineita sisältäville näytteille. Näitä ovat esim. metanoli ja
DMSO. Tällöin on ensin määritettävä uuttokemikaalin myrkyllisyys ja sen sallittu
pitoisuus testissä (MAC-pitoisuus).
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Standardit
SFS-EN ISO 11348-1:1999; Water quality - Determination of the inhibitory effect of water
samples on the light emission of Vibrio fischeri (Luminescent bacteria test). Part 1. Met-
hod using freshly prepared bacteria. (ISO 11348-1: 1998)
SFS-EN ISO 11348-2: 1999; Water quality - Determination of the inhibitory effect of water
samples on the light emission of Vibrio fischeri (Luminescent bacteria test). Part 2. Met-
hod using liquid-dried bacteria. (ISO 11348-2: 1998)
SFS-EN ISO11348-3: 1999; Water quality - Determination of the inhibitory effect of water
samples on the light emission of Vibrio fischeri (Luminescent bacteria test). Part 3. Met-
hod using freeze-dried bacteria. (ISO 11348-3:1998)
ISO/TC 147/SC 5/WG1; Water quality – Kinetic determination of the inhibitory effects of sedi-
ment and other solids and colour containing samples on the light emission of Vibrio fi-
scheri (kinetic luminescent bacteria test). (valmisteilla)
4.2.2.2 Pseudomonas putida - bakteeritesti
Periaate
Pseudomonas putida on hyvin yleinen gram-negatiivinen, heterotrofinen bakteeri
sekä vesi- että maaympäristössä. Sen reagointi haitallisiin aineisiin edustaa hyvin
myös muihin heterotrofisiin bakteereihin ja etenkin solunjakautumiseen kohdis-
tuvia haittavaikutuksia.
Bakteerisoluja (Pseudomonas putida MIGULA, DSM 50026) kasvatetaan tietyssä
ravintoalustassa, vakio-oloissa (21oC), eri pitoisuuksissa tutkittavaa näytettä useita
sukupolvia. Kasvatuksen aikana näytteen sisältämät haitalliset aineet saattavat in-
hiboida solunjakautumista. Kasvun estyminen koeyksiköissä verrattuna nollanäyt-
teeseen 16 tunnin kasvatuksen aikana katsotaan myrkkyvaikutukseksi. Kasvatuk-
seen voidaan käyttää erlenmeyer-pulloja ravistelijassa, joista otetaan näytteet tie-
tyin väliajoin sameusmittaukseen spektrofotometriin tai turbidometriin. Testi voi-
daan suorittaa myös automatisoidusti esim. Bioscreen C (Labsystems) laitteella, joka
itse hoitaa näytteiden annostelun, kasvatuksen, sameusmittauksen ja tulosten ke-
ruun.
Näytteiden myrkyllisyystulokset saadaan annos-vastekäyrältä (näytteen pi-
toisuus vs. kasvun estyminen). Kontrollin kasvun on koko testin kuluessa oltava
exponentiaalinen, etenkin testattaessa kemikaalien vaikutuksia. Toisaalta testiyksi-
köt voivat saavuttaa hiipuvan kontrollin. Jätevesinäytteiden ja kemikaalien myr-
kyllisyys ilmoitetaan pääsääntöisesti EC50- tai EC10- pitoisuutena. Näissä pitoisuuk-
sissa kasvu on jäänyt 50%:iin tai 10%:iin nollanäytteestä. Referenssikemikaalina
käytetään 3,5-dikloorifenolia.
Menetelmän käytöstä
Testi sopii vesinäytteiden, jätevesinäytteiden, vesiliukoisten kemikaalien sekä se-
dimentti- ja maauutosten myrkyllisyyden määrittämiseen. Kuten muissakin kas-
vutesteissä näytteen sisältämät ravinteet voivat lisätä bakteerin kasvua verrattuna
kontrolliin. Usein voidaan havaita sekä kasvun stimulaatiota että inhibitiota.
Näytteen reagointi kasvualustan kanssa, saostuminen, haihtuminen tai näyt-
teen voimakas väri vaikuttavat virheellisesti tuloksiin. Värin vaikutusta voi vähen-
tää spektrometrisen sameusmittauksen aallonpituuden valinnalla. Sameutta voi-
daan poistaa suodattamalla tai sentrifugoimalla. Jos myrkyllisyyden pääaiheuttaja
on pH, se voidaan säätää 7:ksi. Näytteet voidaan suodattaa 0,2 mm huokoskoon
suodattimella tai jossain tapauksissa autoklavoida niiden sisältämien mikrobien
aiheuttaman kasvun tai muun vaikutuksen eliminoimiseksi. Kaikki em. näytteiden
käsittely voi vaikuttaa sen myrkyllisyyteen ja on siksi mainittava tuloksissa.
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Sedimentti- ja maanäytteet voidaan uuttaa veteen ja testata näiden uutosten
myrkyllisyys kuten vesinäytteiden. Myös muita uuttokemikaaleja voidaan käyttää
etenkin orgaanisia haitta-aineita sisältäville näytteille. Näitä ovat esim. metanoli ja
DMSO. Tällöin on ensin määritettävä uuttokemikaalin myrkyllisyys ja sen sallittu
pitoisuus testissä (MAC-pitoisuus).
Standardi
SFS-EN ISO 10712:1996; Water quality - Pseudomonas putida growth inhibition test (Pseudomonas
cell multiplication inhibition test). (ISO 10712 :1995)
4.2.2.3 Aktiivilietteen hapenkulutuksen estyminen
Periaate
Tämä standardi kuvaa menetelmän, jolla arvioidaan aktiivilietteen mikrobien ha-
pen kulutuksen estymistä testiaineen vaikutuksesta. Inhibitiovaikutus saattaa si-
sältää myös vaikutuksen hengitykseen ja nitrifikaatioon. Menetelmä antaa tietoa
inhiboivista tai stimuloivista vaikutuksista lyhyen (180 min asti) altistusajan jälkeen.
Aktiiviliete yhdessä sopivan, helposti hajoavan substraatin kanssa kuluttaa hap-
pea nopeasti. Nopeus on riippuvainen mm. mikrobien pitoisuudesta. Kun testatta-
vaa ainetta lisätään toksinen määrä, tuloksena on hapen kulutuksen nopeuden
väheneminen. Tämä mitataan happielektrodilla. Hapenkulutuksen inhibitiopro-
sentti arvioidaan vertaamalla näytteitä kontrolliin. Myös abioottinen hapenkulu-
tus, joka johtuu fysikaalis-kemiallisista tekijöistä voidaan havaita. Aktiivilietteen
herkkyys voidaan tarkistaa tietyllä referenssiaineella.
Menetelmän käytöstä
Tämä menetelmä soveltuu testioloissa vesiliukoisten aineiden testaamiseen. Sitä
voidaan käyttää myös jätevesien testaamiseen. Erityistä huomiota tulee kiinnittää
heikosti vesiliukoisiin aineisiin sekä aineisiin, jotka tuottavat tai kuluttavat happea
fysikaalis-kemiallisesti. Standardin liitteessä esitetään kaksi esimerkkisovellusta.
Menetelmä A:n tavoitteena on edustaa pintavesiolosuhteita ja menetelmä B edus-
taa olosuhteita biologisilla jätevedenpuhdistamoilla. Nämä kaksi lähestymistapaa
voivat antaa eri tulokset. On olennaista, että testiraportissa kerrotaan, kumpaa
menetelmää on käytetty. Tämän testin tulokset ovat vain suuntaa antavia, sillä eri
lähteistä peräisin olevien lietteiden bakteerikoostumus ja -pitoisuus vaihtelevat.
Tulokset eivät myöskään ole suoraan sovellettavissa ympäristöoloihin.
Standardi
SFS-EN ISO 8192:1995; Water quality - Test for the inhibition of oxygen consumption by activa-
ted sludge. (ISO 8192:1986)
4.2.2.4 Aktiivilietteen mikro-organismien kasvun estyminen
Periaate
Standardi kuvaa menetelmän, jolla määritetään testattavan näytteen potentiaali-
nen toksisuus aktiivilietteen sisältämien aerobisten bakteerien kasvuun. Inhiboiva
vaikutus rajoittuu niihin mikro-organismeihin, jotka kykenevät kasvamaan vali-
tussa orgaanisessa testiympäristössä. Testattavaan näytteeseen ympätään aktiivi-
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lietteen mikro-organismiviljelmään ja testipulloja inkuboidaan ravistelijassa. Tes-
tin kesto on kokonaisuudessaan normaalisti 6 tuntia sisältäen altistumisajan, joka
on noin 4,5 tuntia. Näytteiden biomassa määritetään käyttäen sopivaa menetel-
mää. Suosituksena on sameuden mittaaminen spektrofotometrilla aallonpituudel-
la 530 nm. Inkuboinnin päätyttyä kasvun inhibitioprosentti EC-arvoina lasketaan
vertaamalla näytteitä kontrolliin. Aktiivilietteen herkkyys tarkistetaan referenssiai-
neella. Kemikaalien testauksessa kontrollin kasvun tulee olla exponentiaalinen.
Menetelmän käytöstä
Menetelmä soveltuu sellaisten vesien, jätevesien ja kemiallisten aineiden testaami-
seen, jotka ovat vesiliukoisia testiolosuhteissa. Tällä menetelmällä saatu tieto aut-
taa arvioimaan testattavan aineen vaikutuksia biologisten jätevedenpuhdistuslai-
tosten aerobisiin sekabakteerikantoihin sekä valitsemaan sopivia lähtöpitoisuuk-
sia aerobisia hajoavuustestejä varten. Testin tulokset ovat vain suuntaa antavia, sil-
lä aktiivilietteiden (erilähteistä tai jopa samastakin lähteestä) bakteerilajisto ja pi-
toisuudet saattavat vaihdella. Toisaalta laboratoriotestejä ei koskaan voida suoraan
soveltaa luonnonoloihin. Testissä ei esimerkiksi oteta huomioon mikro-organismi-
en pitkäaikaista sopeutumista koemateriaaliin tai aineisiin, jotka saattavat adsor-
boitua biofilmeihin, lietteeseen tai aineisiin, jotka muodostavat myrkyllisiä pitoi-
suuksia pidemmän ajan kuluessa.
Standardi
ISO 15522 : 1999; Water quality - Determination of the inhibitory effect of water constituents
on the growth of activated sludge microorganisms.
4.2.2.5 Muut standardit
ISO 9509:1989; Water quality – Method for assessing the inhibition of nitrification of activated
sludge micro-organisms by chemicals and waste waters.
ISO 13641-1:2003; Water quality - Determination of inhibition of gas production of anaerobic
bacteria. Part 1:General test.
ISO 13641-2: 2003; Water quality - Determination of inhibition of gas production of anaerobic
bacteria. Part 2: Test for low biomass concentrations.
4.2.3 Testit selkärangattomilla
4.2.3.1 Vesikirpputesti
Maarit Priha, Ekolab Environmental Oy
Periaate
Daphnia magna on yleinen luonnonvesien äyriäinen. Testi perustuu suoran, akuu-
tin myrkkyvaikutuksen mittaamiseen, jossa vaikutus todetaan altistuksen aiheut-
tamana eliön liikkumattomuutena (tarkoittaa käytännössä useimmiten eliön kuo-
lemista).
Tutkittavasta aineesta tehdään laimennussarja, johon lisätään alle 24 tunnin
ikäisiä vesikirppuja. Liikkumattomien eliöiden osuus lasketaan 24 tunnin (48 tun-
nin) altistuksen jälkeen. Näytteen aiheuttamien pitoisuus/vastesuhteiden perus-
teella voidaan laskea näytteelle EC50-arvo, joka on se näytepitoisuus, joka aiheut-
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taa liikkumattomuuden 50 %:lle koe-eliöistä 24 tunnin (48 tunnin) aikana. EC50-
arvon laskentatavasta riippuen voidaan eliöiden liikkumattomuutta seurata myös
altistuksen aikana.
Menetelmän käytöstä
Daphnia magna-kantaa voidaan ylläpitää jatkuvasti lisääntyvänä laboratorio-olois-
sa. Menetelmästandardit eivät anna yksiselitteisiä ohjeita kannan ylläpidosta, vaan
edellyttävät ainoastaan kannan jäljitettävyyttä ja sen ominaisuuksien ja kasvatus-
tavan vakiointia ja dokumentointia. Daphnia lisääntyy hyvissä kasvuoloissa puh-
taana naaraskantana, joten se säilyy pitkään geneettisesti samanlaisena. Tyypite-
tyn Daphnia-kannan voi hankkia sopivasta kantakokoelmasta. Suomalaisissa labo-
ratorioissa käytetään myös yleisesti luonnosta eristettyä kantaa.
Kasvatustapaa valittaessa on otettava huomioon, että kasvatusolosuhteet (läm-
pötila, valaistus, veden pH, kovuus, suolapitoisuus ym.) eivät merkittävästi poik-
kea määritellyistä testiolosuhteista, jotta sopeutumisstressi ei vaikuttaisi testitulok-
seen.
Testausolosuhteet (lämpötila, valaistus, pH, kovuus, suolapitoisuus, happipi-
toisuus ym.) vaikuttavat merkittävästi toksisuusvasteeseen. Näihin onkin kiinni-
tettävä erityistä huomioita, jotta vältytään vääriltä positiivisilta tuloksilta ja varmis-
tetaan tuloksen toistettavuus. Myös näytteen fysikaaliset ominaisuudet saattavat
johtaa väärään tulkintaan, jos niitä ei oteta huomioon testissä.
Standardi
SFS-EN ISO 6341:1996; Water quality - Determination of the inhibition of the mobility of Daph-
nia magna Straus (Cladocera, Crustacea). Acute toxicity test.(ISO 6341:1996, korjattu 1998)
4.2.3.2 Muut standardit
ISO 14669: 1999;Water quality - Determination of acute lethal toxicity to marine copepods (Co-
pepoda, Crustacea).
ISO/TC 147/SC 5/CD 20665; Water quality - Determination of chronic toxicity to Ceriodaphnia
dubia in 7 days - Population growth inhibition test. (valmisteilla)
ISO/TC 147/SC 5/CD 20666; Water quality - Determination of chronic toxicity to Brachionus caly-
ciflorus in 48 h - Population growth inhibition test. (valmisteilla)
ISO/ DIS 16712;. Water quality – Determination of acute toxicity of marine sediment to amphi-
pods. (valmisteilla)
OECD´s Guidelines for the testing of chemicals 202 (1984) Daphnia sp. Acute immobilisation
test and Reproduction test. Updated Guideline.
4.2.4 Levätestit
Maarit Priha, Ekolab Environmental Oy
4.2.4.1 Makean veden levätesti
Periaate
Scenedesmus subspicatus ja Selenastrum capricornutum (nyk. Pseudokirchneriella subca-
pitata) ovat makean veden planktisia, yksisoluisia viherleviä. Testi perustuu levien
kasvun estymiseen haitallisen aineen vaikutuksesta.
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Tutkittavasta aineesta tehdään laimennossarja leväkasvulle sopivaan ravinto-
liuokseen, ja liuoksiin lisätään eksponentiaalisessa kasvuvaiheessa olevaa levävil-
jelmää. Lisäksi tehdään vertailunäyte, jossa leväviljelmää lisätään pelkkään ravin-
toliuokseen. Testiliuoksia kasvatetaan vakiovalaistuksessa ja -lämpötilassa 72 tai 96
tuntia. Leväkasvu liuoksissa mitataan päivittäin. Leväkasvun estyminen todetaan
kasvun tai kasvunopeuden vähenemänä verrattuna samoissa oloissa kasvatettuun
vertailunäytteeseen. Näytteen aiheuttamien pitoisuus/vastesuhteiden perusteella
voidaan laskea näytteelle EC50-arvo, joka on se näytepitoisuus, joka vähentää le-
väkasvua 50 % vertailunäytteeseen nähden 72 tunnin tai 96 tunnin kasvatuksen
aikana. Etenkin kemikaalitestauksessa kontrollinäytteen tulee olla testin lopussa
eksponentiaalisessa kasvussa.
Menetelmän käytöstä
Puhtaita viherleväkantoja on saatavissa yleisistä kantakokoelmista. Leväkantaa
voidaan ylläpitää pitkiä aikoja (kuukausia) ilman nuorennussiirrostusta ravinto-
agarilla jääkaappilämpötilassa. Testausta varten levä siirrostetaan ravintoliuoskas-
vatukseen vakiovalaistukseen ja lämpötilaan, jossa levä saatetaan eksponentiaali-
seen kasvuvaiheeseen. Tällaista leväviljelmää käytetään testisiirroksena.
Tutkittaessa levätestillä aineseosten kuten jäteveden myrkyllisyyttä eli levä-
kasvua estävien tekijöiden vaikutusta, on otettava huomioon, että näytteen ravin-
teet (tai mahdolliset muut leväkasvua stimuloivat tekijät) vaikuttavat vastakkai-
seen suuntaan. Testitulos on siis ravinnepitoisen näytteen testauksessa kahden vas-
takkaisen vaikutuksen summa, ja osa mahdollisesta myrkkyvaikutuksesta peittyy
ravinnevaikutukseen.
Standardit
ISO 8692:1989; Water quality - Fresh water algal growth inhibition test with Scenedesmus subspi-
catus and Selenastrum capricornutum. Uusittu nimi: Water quality – Freshwater algal
growth inhibition test with unicellular green algae.
SFS-EN 28692:1993; Veden laatu. Makean levän kasvun estymistesti Scenedesmus subspicatus ja
Selenastrum capricornutum levillä. (ISO 8692:1989)
4.2.4.2 Muut standardit
SFS 5072: 1986; Vesitutkimukset. Myrkyllisyystesti leväpuhdasviljelmällä.
SFS-EN ISO 10253: 1998; Water quality - Marine algal growth inhibition test with Skeletonema
costatum and Phaeodactylum tricornutum.( ISO 10253: 1995)
ISO 14442:1999; Water quality - Guidance for algal growth inhibition test with poorly soluble
organic solids, volatile compounds, heavy metals and waste water.
OECD Guidelines for the testing of chemicals, 201 (1989) Algal, Growth inhibition
test.Updated Guideline.
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4.2.5 Kalatestit
Tarja Nakari, Suomen ympäristökeskus
4.2.5.1 Seeprakalatesti
Periaate
Lyhytaikaisten kalatestien avulla voidaan määrittää tutkittavan näytteen akuutti,
tappava myrkyllisyys tutkittavalle kalalajille. Testien avulla voidaan tutkia vesiliu-
koisia kemikaaleja, jätevesiä sekä pinta- ja pohjavesiä. Yleisimmin käytetty testiai-
ka on 96 tuntia (48-96 h).
Kalatestit tehdään joka staattisina, semistaattisina tai läpivirtausmenetelmäl-
lä. Staattisessa koejärjestelyssä tutkittavaa liuosta ei vaihdeta kokeen aikana. Tämä
menetelmä sopii ainoastaan näytteille, jotka ovat pysyviä. Staattisella menetelmäl-
lä määritetään yleensä tutkittavan liuoksen 48-h LC50-arvo. Semistaattisessa koe-
järjestelyssä osa tutkittavasta liuoksesta uusitaan päivittäin. Tämä menetelmä sopii
näytteille, joiden pitoisuus voidaan pitää riittävän tyydyttävällä tasolla vaihtamal-
la liuoksia päivittäin. Päivittäinen vedenvaihto saattaa kuitenkin aiheuttaa kaloille
ylimääräistä rasitetta. Tämän välttämiseksi paras testijärjestely on läpivirtausme-
netelmä, mikä onkin nykyisin suositeltavin koejärjestely kaloilla tehtävissä lyhyt-
aikaisissa myrkyllisyystesteissä. Läpivirtausmenetelmässä testiliuos vaihtuu jatku-
vasti. Menetelmä sopii jätevesille sekä kaikentyyppisille aineille, myös sellaisille,
jotka eivät ole pysyviä vesiliuoksessa. Testiliuoksen pitoisuus kokeessa tulisi kui-
tenkin määrittää, jotta varmistetaan, että pitoisuus pysyy muuttumattomana. Se-
mistaattisen ja läpivirtaustestin kestoaika on yleensä 96 tuntia.
Menetelmien käytöstä
Lyhytaikaiset kalatestit ovat seulontaluonteisia testejä, joita käytetään, kun halu-
taan saada karkeahko kuva tutkittavan näytteen myrkyllisyydestä. Testit tehdään
vakioiduissa laboratorio-olosuhteissa. Luonnossa myrkyllisyys on useimmiten luon-
teeltaan kroonista, joten lyhytaikaisten testien tulosten perusteella valitaankin yleen-
sä annostasot pitkäaikaisia kokeita tai muita jatkotutkimuksia varten.
Kalalajien herkkyys myrkyllisille tai haitallisille aineille saattaa vaihdella suu-
resti mm. lajien aineenvaihdunnallisten erojen takia. Jopa saman kalalajin sisällä
herkkyys saattaa vaihdella riippuen mm. kalakannasta, yksilöiden iästä ja koosta
sekä sukupuolesta ja -kypsyydestä. Edellisestä johtuen testistä saatavaa tulosta ei
voida yleistää koskemaan muita lajeja. Testillä saadaan kuitenkin alustava tieto sii-
tä, missä pitoisuudessa tutkittava näyte on lyhytaikaisissa kokeissa tappavan myr-
kyllistä kaloille.
Standardeissa annetaan usein suositukset käytettävistä kalalajeista. Tärkeiksi
valintaperusteiksi mainitaan, että käytetyn lajin on oltava helposti saatavilla ym-
päri vuoden ja sitä on helppo ylläpitää laboratoriossa. Taloudelliset, biologiset ja
ekologiset perusteet on myös huomioitava. Kalojen tulee olla tutkitusti terveitä,
eikä niissä saa esiintyä silmämääräisesti havaittavia epämuodostumia. Standardi-
ohjeissa mainittua kalalajia voidaan tarvittaessa vaihtaa, kunhan yllämainitut kri-
teerit toteutuvat, ja testiohjetta mukaillaan niin, että olosuhteet testissä ovat sopi-
vat valitulle kalalajille. Testiraportissa on ilmoitettava kaikki poikkeamat standar-
dista.
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Standardit
SFS-EN ISO 7346-1:1998; Water quality - Determination of the acute lethal toxicity of substan-
ces to a freshwater fish (Brachydanio rerio Hamilton-Buchanan (Teleostei, Cyprinidae). Part
1: Static method.(ISO 7346-1:1996)
SFS-EN ISO 7346-2 :1998; Water quality - Determination of the acute lethal toxicity of substan-
ces to a freshwater fish (Brachydanio rerio Hamilton-Buchanan (Teleostei, Cyprinidae). Part
2: Semi-static method.(ISO 7346-2:1996)
SFS-EN ISO7346-3: 1998; Water quality - Determination of the acute lethal toxicity of substan-
ces to a freshwater fish (Brachydanio rerio Hamilton-Buchanan (Teleostei, Cyprinidae). Part
3: Flow-through method. (ISO 7346-3:1996)
4.2.5.2 Muut standardit
SFS 5073:1986; Vesitutkimukset. Akuutin myrkyllisyyden määrittäminen kirjolohella Salmo
gairdneri Richardson, Teleostei, Salmonidae. Staattinen ja semistaattinen menetelmä.
ISO 7346; Water quality – Determination of acute lethality to freshwater and marine fish. (val-
misteilla)
SS 02 81 89, 1987. Vattenundersökningar - Bestämning av akut toxicitet av kemiska produkter
och avloppsvatten för saltvattenfisk.
OECD´s Guidelines for the testing of Chemicals. 203 Fish, Acute toxicity test 1992. Updated
Guideline.
4.2.6 Lemna- testi
Eija Schultz, Suomen ympäristökeskus
Periaate
Limaskat ovat pieniä rehevissä vesissä esiintyviä irtokellujia, jotka lisääntyvät pää-
asiassa vegetatiivisesti. Testikasveina laboratorio-olosuhteissa käytetään yleensä
pikkulimaskaa (Lemna minor) tai kupulimaskaa (Lemna gibba). Näiden lajien vaati-
mukset kasvuolosuhteille ovat lähes samat.
Kokeeseen käytetään nuoria, hyväkuntoisia kasveja, jotka on kasvatettu asep-
tisesti. Ennen koetta kasveja kasvatetaan koeolosuhteissa ainakin viikko. Tutkitta-
vista aineista ja ravintoliuoksesta valmistetaan laimennussarja. Kokeen alussa siir-
retään yhtä paljon kasveja jokaiseen kasvatusastiaan ja kasvatetaan vakio-olosuh-
teissa. Vaikutukset mitataan frondien (lehtien) lukumäärän muutoksina verrattu-
na kontrollikasveihin. Kontrollikasvit kasvatetaan pelkässä ravintoliuoksessa. Tu-
loksista lasketaan testattavan aineen aiheuttama kasvun estyminen EC50-arvona.
Frondien lukumäärä lasketaan muutaman kerran kokeen aikana. Kaikki havainnot
olosuhteista, kasvien kunnosta ja vaurioista merkitään muistiin. Frondien lukumää-
rän lisäksi voidaan tulokset laskea perustuen kuivapainoon, klorofyllien määrään
tai frondien pinta-alaan.
Menetelmän käytöstä
Suomessa kasvavat limaskalajit on helppo tunnistaa, mutta lajin tunnistus on aina
tehtävä huolellisesti. Laboratoriokannan voi perustaa itse tai hankkia valmis ak-
seeninen kanta jostakin Lemnaa käyttävästä tutkimuslaitoksesta. Kantakasvatus
voidaan siirtää alempaan lämpötilaan ja vähäisempään valoon, jolloin kasvit säily-
vät hyväkuntoisina vähällä hoitamisella.
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Testiolosuhteet ja testien suoritus eivät ole vielä täysin vakiintuneet. Eri ohjeet
poikkeavat toisistaan mm. ravintoliuoksen koostumuksen, pH:n, valaistuksen ja
testiajan suhteen. Tulokset voivat siis vaihdella melkoisesti sen mukaan, mitä oh-
jetta on käytetty. Ravintoliuoksen pH, puskurointi ja EDTA vaikuttavat erityisesti
silloin kun tutkitaan metallien vaikutuksia. Kaikissa ohjeissa ei myöskään edellyte-
tä kantakasvatusta aseptisissa olosuhteissa. Mikrobien kasvu testiastioissa on jos-
kus ongelma, mutta toisaalta testin suoritus kokonaan aseptisesti voi olla hankalaa
erityisesti, kun testataan muiden ympäristönäytteiden esim. maa- tai sedimentti-
uutteiden, jätevesien tai jäteuutteiden vaikutuksia. Käytännössä riittää useimmi-
ten se, että kantakasvatus pidetään aseptisena.
Testi voidaan tehdä käyttäen staattista, semistaattista tai jatkuvan virtauksen
tekniikkaa. Kun tutkitaan haihtuvien aineiden vaikutuksia, on erityisesti varmis-
tuttava siitä, että tutkittavan aineen pitoisuus ei muutu kokeen aikana liikaa. Muu-
tenkin tulee kemikaalien testauksessa varmistaa pitoisuudet kemiallisilla määrityk-
sillä. Vaikealiukoisten aineiden tutkimiseen voidaan joutua käyttämään liuottimia,
jolloin luonnollisesti kontrolleissa ja kaikissa testiastioissa tulee olla sama liuotinpi-
toisuus.
Testiaika on useimmissa ohjeissa 7 päivää, mutta myös 14 päivän testiä käyte-
tään. Näin pitkä testiaika ei välttämättä mittaa enää akuutteja vaikutuksia. Run-
saasti ravinteita sisältävät näytteet voivat kiihdyttää kasvua ja vaikeuttaa tulosten
tulkintaa.
Julkaisuja
Bishop, W.E. & Perry, R.L. 1981. Development and evaluation of a flow-through growth inhibi-
tion test with duckweed (Lemna minor). Aquatic Toxicology and Hazard Assessment:
Fourth Conference ASTM STP 737. Eds. DR Branson and KL Dickson.
Davis, J.A., 1981. Comparison of static-replaceent and flow-through bioasays using duckweed
Lemna gibba G-3 US EPA 560/6-81-003, Washington DC.
W.Wang 1990, Literature review of higher plants toxicity testing. Water,Air,and Soil Pollution
59:31-400.
Wang,W., 1991. Higher Plants (Common duckweed, Lettuce and Rice) for Effluent Toxicity As-
sessment: Plants for Toxicity Assessment: Second Volumne, ASTM STP 1115, Eds. JW
Gorsuch, WR Lower and MA Lewis.
Standardit
OECD Guidelines for Testing of Chemicals, Lemna Growth Inhibition Test, Draft June 1998.
AFNOR XP T90-337: Détermination de l’inhibition de croissance de Lemna minor.
APHA - AWWA - WEF Duckweed (proposed) 8211, Standard Methods for Examination of Wa-
ter and Wastewaters, 1995, American Public Health Accociation.
ASTM (1991) Standard Guide for Conducting Static Toxicity Test with Lemna gibba. G3. Ameri-
can Society for Testing of Materials. E 1415-91.
SIS (1995) Water quality - Determiantion of growth inhibition (7d) Lemna minor, duckweed.
Swedish Standard Institution. SS 02 82 13.
US EPA (1995). OPPTS 850.4400 Aquatic Plant Toxicity Test using Lemna Spp. “Public draft” EPA
712-C-05-156.
ISO/DIS 20079; Water quality – Determination of the toxic effect of water constituents and
waste water to duckweed (Lemna minor) – Duckweed growth inhibition test. (valmis-
teilla)
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4.2.7 Genotoksisuus- ja mutageenisuustestit
4.2.7.1 Umu-testi
Periaate
Menetelmä perustuu vesinäytteiden genotoksisuuden määrittämiseen. Se kuvaa
umuC-geeniin liittyvän DNA-vaurion (SOS-korjaus systeemi) ilmenemistä kont-
rolliin verrattuna. DNA-vaurioilla tarkoitetaan tässä testausmenetelmässä sellaisia
vaurioita, jotka eivät vaikuta solun jakautumiseen. Mikäli mutageenisuusvaikutus
estää solunjakautumista, sitä ei voida tällä testillä mitata.
Testiorganismina käytetään geneettisesti muunneltua bakteeria Salmonella
typhimurium (kanta: TA 1535/pSK1002). Salmonellakantaa on muunneltu lisäämäl-
lä siihen ylimääräinen plasmidi (DNA-pätkä), jossa on umuC-lacZ geeni. UmuC-
geeni on bakteerien DNA-vaurioiden korjaamiseen erikoistunut ja siihen indusoi-
tuva geeni. UmuC-operoni on peräkkäisten geenien joukko, joka säätelee umuC-
geenin indusoitumista. Koko geeni koodaa b-galaktosidaasin tuotantoa. Umu-ope-
roni indusoituu tutkittavan aineen aiheuttaman DNA-vaurion seurauksena. Kos-
ka umu-operoni on liitetty lacZ-geeniin, myös b-galaktosidaasin tuotanto indusoi-
tuu ja b-galaktosidaasin aktiivisuus voidaan mitata. Aktiivisuus on siten tämän ket-
jun kautta suorassa suhteessa aiheutetun DNA-vaurion “määrään”. Bakteereita al-
tistetaan kontrolloiduissa olosuhteissa eri näytepitoisuuksille. Testi perustuu
genotoksisten aineiden kykyyn indusoida umuC-operoni kyseisessä Salmonella-
kannassa vasteena DNA vauriolle. Johtuen operonin kyvystä indusoitua hyvin
monen tyyppisten DNA-vaurioiden seurauksena vain yksi Salmonella-kanta riit-
tää testissä.
Menetelmän käytöstä
Menetelmää voidaan käyttää luonnonvesien ja jätevesien genotoksisuuden arvi-
ointiin. Se on kehitetty Saksassa korvaamaan Ames-testiä, jota ei nykyisessä muo-
dossaan ole pidetty soveltuvana jätevesien ja luonnonvesien genotoksisuuden tes-
taukseen. Myös Ruotsissa on kokemuksia testin käytöstä.
Standardi
ISO 13829: 2000; Water quality - Determination of the genotoxicity of water and waste water
using umu-test.
4.2.7.2 Salmonella-testi
Periaate
Tämä standardi kuvaa menetelmän, jolla määritetään vesi- ja jätevesinäytteiden
genotoksinen potentiaali. Testissä käytetään bakteerikantoja Salmonella typhimurium
TA 100 ja TA98. Bakteereja altistetaan vakioiduissa olosuhteissa eri näytelaimen-
noksille ja inkuboidaan 48 - 72 tunnin ajan lämpötilassa 37 ± 1oC. Testin aikana
vesien ja jätevesien sisältämät genotoksiset aineet saattavat indusoida mutaatioita
yhdessä tai molemmissa markkerigeeneistä (hisG46 bakteerikannassa TA 100 ja
hisD3052 bakteerikannassa TA98) suhteessa käytettyihin pitoisuuksiin. Mutaatioi-
den indusoituminen aiheuttaa annokseen suhteessa olevan lisääntymisen yhden
tai molempien kantojen mutanttikolonien määrässä verrattuna edustavaan nega-
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tiiviseen kontrolliin. Ennen testausta vesi- tai jätevesinäytteet steriilisuodatetaan,
mikä erottaa kiinteät partikkelit näytteestä. Mikäli genotoksiset aineet ovat adsor-
boituneina näihin partikkeleihin, genotoksisuutta ei havaita.
Standardit
ISO/TC 147/SC 5/WG 9/CD 16240; Water quality - Determination of the genotoxicity of water
and waste water using the Salmonella/microsome test. (valmisteilla)
ISO/TC 147/SC 5/WG 9/ 21427-1; Water quality - Evaluation of the genotoxicity by measure-
ment of the induction of micronuclei - Part 1: Evaluation of genotoxicity using amphibi-
an larvae. (valmisteilla)
ISO/TC 147/SC 5/WG 9/ 21427-2; Water quality - Evaluation of the genotoxicity by measure-
ment of the induction of micronuclei - Part 2: ´Mixed population´ method using the
cell line V79. (valmisteilla)
4.2.8 Biotestikitit
Anneli Joutti ja Eija Schultz, Suomen ympäristökeskus
Perinteisten kaloilla, kasveilla ja selkärangattomilla tehtävien biotestien rinnalle on
kehitetty rutiinimärityksiin soveltuvia lyhytkestoisia biotestejä, jotka ovat mikrobi-
testejä tai biokemiallisia toksisuustestejä (mikrobiotestejä). Mikrobiotestit perustu-
vat mm. entsyymiaktiivisuden, bioluminesenssin tai kasvun estymisen määrittä-
miseen (Bitton ym.1992 ja 1994, Plotkin ja Schrab ym.1993, Jean ja Fruget, 1994,
Lambolez ym.1994, Keddy ym.1995, Clément ym.1996, Dutka ym.1996, Debus ja
Hund,1997,).
Verrattuna perinteisiin testeihin mikrobiotestit ovat parhaimmillaan yksinker-
taisia, nopeita, edullisia, ja ne voidaan tehdä pienessä tilavuudessa (taulukko1).
Taulukko 1. Mikrobiotestien etuja.
Ominaisuus Erityispiirre
Edullisuus/kustannustehokkuus Hinta riippuu testistä
Helppokäyttöisyys Vastakohtana esim. vaativiin kalatesteihin
Suuren näytemäärien testaus Erityisesti jos menetelmä automatisoidaan
Viljelmän ei-jatkuva ylläpito Kylmäkuivattu kanta mahdollinen
Pieni näytetilavuus Pari millilitraa useiden litrojen sijasta
Pienet laboratorio/inkubointitilavaateet Vastakohtana esim. allaskalatesteihin
Vähäiset jälkikäsittelyt (välinehuolto) Kierrätettävät kertakäyttömuoviastiat
Herkkä/nopea vaste haitta-aineille Mikro-organismien lyhyt elämänkierto
Tarkat ja toistettavat vasteet Suuri rinnakkaisten määrä
Kuljetettavuus Kenttätestaus usein mahdollista
Valmiita kaupallisia testikittejä on olemassa parikymmentä (taulukko 2). Pääosa
testeistä mittaa yleismyrkyllisyyttä, mutta mikrobiotestejä voidaan käyttää myös
tiettyjen haitta-aineiden löytämiseen, koska esimerkiksi bakteerien betagalaktosi-
daasi -entsyymi on herkkä raskasmetalleille, mutta epäherkkä orgaanisille yhdis-
teille (Bitton ym.1992 ja 1994). Näin testikitit MetPLATE ja MetPAD mittaavat vain
metallitoksisuutta.
Testejä on kehitetty myös perimämyrkyllisyyden mittaukseen (Mutatox, SOS-
Chromotest), jotka ovat perinteistä Amesin testiä helpommat tehdä.
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Nämä testit ovat testipakkauksina hyviä testaukseen sekä laboratoriossa että
usein myös kentällä. Testikittien käyttö on mahdollista sellaisessa laboratoriossa,
jossa ei ole mikrobiologista/biologista erityisvarustusta tai kun eliöiden ylläpito-
kasvatus ei ole mahdollista. Testit vaativat kuitenkin inkubaatiotilan ja lisäksi jot-
kut testit mikroskoopin, spektrofotometrin, luminometrin, ELISA-lukulaitteen jne.
Koska testikitit ovat hyvin uusia, niistä on kertynyt vasta vähän kokemusta ja taus-
ta-arvoja.
Kansainvälisesti käytetyin biotesteistä on bioluminesenssia, valontuottoa mit-
taava Microtox (Keddy ym.1995; Clément ym.1996). Suomessa on eniten kokemus-
ta Toxi-Chromotestistä, MetPLATEsta ja Mutatoxista. Näitä testikittejä on testattu
laajassa jätteiden kaatopaikkakelpoisuustestaushankkeessa (Vaajasaari ym.1998).
Tässä tutkimuksessa käytetyt biotestit (mm. Toxi-Chromotest, MetPLATE, MetPAD)
tukivat hyvin kemiallisten tulosten perusteella jätteistä tehtyä alustavaa kaatopaik-
kakelpoisuusarviota.
Taulukko 2. Esimerkkejä kaupallisista mikrobiotesteistä.
Testi Periaate
Toxi-Chromotest E. colin entsyymin, β-galaktosidaasin biosynteesin estyminen, mittaa akuuttia toksisuutta,
mittausaika <24 h
MetPLATE ja MetPAD E. colin entsyymin, β-galaktosidaasin aktiivisuuden estyminen, mittaa metallitoksisuutta,
mittausaika 4-5 h
Microtox Biotox Vibrio fischerin bioluminesenssin, valontuoton estyminen, mittaa akuuttia toksisuutta,
mittausaika <24 h
Mutatox Vibrio fischerin mutantin valontuoton lisääntyminen, mittaa genotoksisuutta,
mittausaika <30 min
SOS-Chromotest Mittaa genotoksisuutta
DaphtoxkitF Dahnia magnan tai pulexin kuolevuuteen perustuva testi, 24-48 h
Thamnotoxkit Thamnocephalus platyuruksen kuolevuuteen perustuva testi, 24 h
Rotoxkit F Brachionus calycifloruksen kuolevuuteen perustuva testi, 24 h
Algaltoxkit f Selenastrum capricornutum -levän kasvunestymistesti, 72 h
IQ-testi Daphnia magna, fluoresenssimittaus, 1 h
FETAX Frog embryo teratogenesis assay
Julkaisuja
Bitton, G., Jung, K. & Koopman, B. 1994. Evaluation of a microplate assay specific for heavy
metal toxicity. Arch. Environ. Contam. Toxicol. 27, 25-28.
Bitton, G., Koopman, B. & Agami, O. 1992. MetPAD: A bioassay for rapid assessment of heavy
metal toxicity. Water Environ Res. 64, 834-836.
Clément, B., Persoone, G., Colin, J. & Le Du-Delepierre, A. 1996. Estimation of the hazard of
landfills through toxicity testing of leachates; Determination of leachate toxicity with a
battery of acute tests. Chemosphere 33, 2303-2320.
Debus, R. & Hund, K. 1997. Development of analytical methods for the assessment of ecotoxi-
cological relevant soil contamination. Part B - Ecotoxicological analysis in soil and soil
extracts. Chemosphere 35, 238-261.
Dutka, B.J., McInnis, R., Jurkovic, A. & Liu, D. 1996. Water and sediment ecotoxicity studies in
Temuco and Rapel River Basin, Chile. Environ. Toxicol. Water. Qual. 11, 237-247.
Jean, G. & Fruget, J.F. 1994. Comparison of ecotoxicological and physico-chemical data by use
of multivariate analyses and graphical displays. Chemosphere 28, 2249-2267.
Keddy, C. J., Greene. J. C. & Bonnell, M. A. 1995. Review of whole-organism bioassays: soil,
freshwater sediment and freshwater assessment in Canada. Ecotoxicol. Environ. Saf. 30,
221-251.
Lambolez, L., Vasseur, P., Ferard, J.F. & Gisbert, T. 1994. The environmental risks of industrial
waste disposal: An experimental approach including acute and chronic studies. Ecoto-
xicol. Environ. Saf. 28, 317-328.
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Plotkin, S. & Ram, N. M. 1984. Multiple bioassays to assess the toxicity of a sanitary landfill
leachate. Arch. Environ. Contam. Toxicol. 13, 197-206.
Schrab, G.E., Brown. K.W. & Donnelly, K.C. 1993. Acute and genetic toxicity of municipal land-
fill leachate. Water, Air and Soil Pollution 69, 99-112.
Vaajasaari, K., Dahlbo, H., Joutti, A., Schultz, E., Ahtiainen, J., Nakari, T., Pönni, S. & Nevalai-
nen, J. 1998. Liukoisuus- ja biotestit jätteiden kaatopaikkakelpoisuuden määrittämisessä
- Loppuraportti, Suomen ympäristö 202, Tampere, Suomen ympäristökeskus, 84 s.
4.3 Pitkäaikaiset yksilajitestit
4.3.1 Yleistä
Jätevesien ja kemiallisten aineiden pitoisuudet pienenevät vastaanottavassa vesis-
tössä yleensä nopeasti alle akuutin, tappavan tason. Tällöin akuuttien testien tu-
lokset eivät välttämättä anna paljoakaan tietoa todellisista, luonnossa esiintyvistä
vaikutuksista. Niillä on tietty suuntaa-antava arvonsa, mutta niiden avulla saadaan
vain karkea arvio haitallisuudesta.
Pitkäaikaistestit ovat sen sijaan lähempänä todellisuutta ja ne osoittavat sel-
keämmin, millä tasolla muutos tai häiriö vesiekosysteemissä tapahtuu. Pitkäaikais-
kokeilla ja subletaalitesteillä pyritään tutkimaan pienten pitoisuuksien aiheutta-
man vaikutuksen kohde ja etsimään se pitoisuus, jossa kyseisiä vaikutuksia ei enää
havaita.
Jotta myrkyllisyystesti voidaan luokitella pitkäaikaiseksi sen tulisi periaattees-
sa sisältää tutkittavan eliölajin koko elämänkierto tai vähintäänkin huomattava osa
siitä. Pitkäikäisillä ja sukukypsyyden hitaasti saavuttavilla eliöillä tällaiset testit ovat
usein vaativia ja aikaavieviä. Tästä syystä akuuttien testien rinnalle onkin pyritty
kehittämään lyhyempiaikaisia, kroonisia testejä sekä suuntaamaan testit tiettyihin,
erityisen herkkiin elämänvaiheisiin. Tällaisia ovat mm. sukusolujen kehitys, lisään-
tyminen, mäti/poikasvaiheet ja kasvu. Suhteellisen lyhyestä testausajasta huolimatta
kohdassa 4.2 kuvattuja bakteeri- , levä- ja limaskatestejä voidaan itseasiassa pitää
kroonisina yksilajitesteinä.
4.3.2 Vesikirpun lisääntymistesti
Heikki Tanskanen, Pohjois-Savon ympäristökeskus
Periaate
Daphnia magna edustaa akvaattisen ekosysteemin ensimmäistä kuluttajatasoa. Laji
on levinnäisyydeltään kosmopoliitti eutrofisten luonnonvesien äyriäinen. Suomessa
lajia tavataan Etelä-Suomen tyrskylammikoissa ja paikoin sisämaan hypereutrofi-
sissa kalattomissa lammikoissa. Testissä arvioidaan pienien haitta-ainepitoisuuksi-
en (ns. subletaali pitoisuusalue) pitkäaikaisaltistuksen aiheuttamaa häiriötä eliön
lisääntymisessä ja kasvussa.
Testattava pitoisuusalue haetaan testiä edeltävällä akuutin toksisuuden testil-
lä (ks. 4.2.3.1).Testattavasta aineesta tehdään laimennussarja, johon lisätään altis-
tettavat alle 24 h ikäiset Daphniat. Testissä seurataan vesikirppujen kuolevuutta ja
lisääntymistä 21 vrk ajan (noin 1,5 sukupolvea) testin käynnistämisestä. Myös mui-
ta subletaaleita vasteita voidaan tarvittaessa havainnoida (kasvu, lisääntymisen ajoi-
tus, abortoidut poikaset).Testiasetelma on tyypiltään semistaattinen tai läpivirtaus-
testi. Muuttujien havainnointi ja eliöiden kasvatukseen liittyvät huoltotoimenpi-
teet suoritetaan päivittäin.
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Testi mittaa subletaaleita vasteita ja käsittelyksiköt, joissa emo on kuollut tes-
tin aikana, poistetaan tulosanalyysistä. Käsittelyjen vastemuuttujien arvoja verra-
taan kontrollikäsittelyjen arvoihin. Vastemuuttujina käytetään emoa kohti lasket-
tua testin aikaista poikastuotantoa ja tarvittaessa eliöiden kasvunopeutta, popu-
laation kasvunopeutta ja yksilöiden lisääntymishäiriöitä. Tulosten tilastolliseen tes-
taukseen käytetään hypoteesin testaukseen perustuvia analyysitekniikoita tai so-
pivia annos-vaste malleihin perustuvia piste-estimointitekniikoita ja tulokset ilmais-
taan testattuina NOEC- , LOEC -arvoina, tai estimoituina IC50- , IC10 - arvoina.
Testin validisuutta arvioidaan kontrollikäsittelyjen kuolevuuden ja kokeen
aikaisen poikastuotannon perusteella. Toistettavuuden saavuttamiseksi menetel-
mä on keskeisten tekijöiden osalta (eliökanta, kasvatuskäytännöt, testiympäristö,
ravinnon määrä) pitkälle vakioitu (taulukko1.). Tyypitettyjä eliökantoja voi hank-
kia sopivista kantakokoelmasta.
Taulukko 1. Daphnia magna elinkiertokasvatuksen testiohjeessa määritellyt kasvatus, testaus, seuranta ja raportointi.
TESTIELIÖ
Laji Daphnia magna
Alkuperä taustaltaan tunnettu geneettisesti tyypitetty klooni
Muuta alle 24 h ikäisiä, 2-4 poikueesta peräisin olevia terveitä* eläimiä (*emokuolevuus, väri,
epämuodostumat, myöhästynyt lisääntymisen ajoitus, lepomunat), kasvatettu testiolosuh-
teita vastaavissa olosuhteissa.
Eläinten kasvatusvesi M7 -tai vastaava täysin määritelty ympäristö
TESTI
Testivesi M7 -tai vastaava täysin määritelty ympäristö
Asetelma semistaattinen tai läpivirtaussysteemi
Ruokinta testin aikana päivittäin, 0,1- 0,2 mg C/d/eläin
Altistusajat (h) 21 vrk
Testiastia: vol,materiaali 50 ml/lasi
Eläimiä min. 10 rinnakkaista/käsittely, läpivirtauskokeessa kaksi rinnakkaista 40 eläimen ryhmää
Testikonsentraatioita 5 + kontrollikäsittely
Valo: intensiteetti ja rytmi <1200 lux, 16L/ 8D
Testilämpötila 18 -22 ( vaihtelu max. ± 1°C testin sisällä)
Kovuus 140 mg/l (CaCO2)
Happipitoisuus > 3 mg/l
pH 6-9 (vaihtelu max.1,5 yksikköä testin sisällä)
Vastemuuttujat lisääntymistulos/emo, kuolleisuus,( kasvu), lisääntymisen ajoitus, lisääntymishäiriöt
Endpointit LOEC, NOEC, IC
10
 , IC
20
, IC
50
Validisuusehdot <20% kuolleita emoeläimiä tai koiraita kontrollikäsittelyssä ja poikastuotanto vähintään
60 poikasta kontrollikäsittelyssä
SEURANNAT
Hapen konsentraatio kontrolli+ korkein pitoisuus
pH kontrolli+ korkein pitoisuus
Altistava aine kaikki pitoisuudet
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 81Suomen ympäristö 682
Taulukko 2. Daphnia magna -kantakokoelmia. Tyypityksen tehnyt laboratorio on merkitty tähdellä *).
Klooni A: Pohjois-Savon ympäristökeskus/tutkimus Neulaniementie 2 L3, 70210 Kuopio
017-164690
University of Sheffield, Department of Animal and Plant Sciences PO Box 601, Sheffield S10 2UQ
fax (44) 742 780694
IRCHA* France
Menetelmän käytöstä
Menetelmää voidaan soveltaa vesiliukoisten pysyvien aineiden, luonnonvesien ja
jätevesien testaukseen. Testiasetelma on tyypiltään biotestauksessa yleisesti käytet-
ty optimiolosuhdekoe. Testissä muut ympäristötekijät asetetaan tutkittavaa tekijää
lukuunottamatta eliön lisääntymisen kannalta optimaalisiksi. Menetelmä on herk-
kä tutkittavien aineiden aiheuttamille fysikaalis-kemiallisille muutoksille kasvatus-
ympäristössä (O2, pH, kovuus, osmoottiset olosuhteet, valo). Koesuunnittelussa on
noudatettava erityistä huolellisuutta muiden tekijöiden kuin tutkittavien aineiden
aiheuttamien myrkkyvaikutusten kontrolloimiseksi.
Elendt M7 keinoveden sisältämä EDTA kelatoi metalleja, minkä takia metalli-
en myrkyllisyyttä arvioitaessa suositellaan käytettäväksi jotain muuta testiympä-
ristöä kuin M7:ää. D. magna kasvaa huonosti vähän kalsiumia sisältävissä suoma-
laisissa luonnonvesissä. Jos testi halutaan tehdä luonnonvedessä (esimerkiksi jos
halutaan simuloida kuormituksen kohdevesistön olosuhteita), voidaan harkita D.
pulexin käyttämistä testilajina D. magnan asemesta.
Julkaisuja
Nordberg-King, T.J. 1993. A linear interpolation method for sublethal toxicity: The inhibition
Concentration (Icp) Approach. Version 2.0. National effluent assessment Centre Techni-
cal Report 03-93. Environmental Research Laboratory. Duluth, MN 55804.
Stephan, C. 1986. LC50 Calculation Program. Version 2. U.S.EPA, Duluth, MN. Rewiewed by R.
Clements U.S. EPA, and modified by M. Harrass.
West In c. D. Gulley. 1994. Toxstat 3.4. West Ecosystems Technology Inc. Cheyenne, WY 82007.
Standardit
ISO 10706: 2000; Water quality - Determination of long term toxicity of substances to Daphnia
magna Straus (Cladocera, Crustacea).
OECD´s Guidelines for the Testing of Chemicals 202b (1984) Daphnia sp. Acute Immobilisation
Test and Reproduction Test 211 (1998) Daphnia magna Reproduction Test. Report EPS 1/
RM/21, Environment Canada, Environmental protection series,1992. Biological test met-
hod: Test of reproduction and survival using the Cladoceran Ceriodaphnia dubia.
EPA 1002.0/ 1994. Vastaavaa ekosysteemin toiminnallista ryhmää edustava testi on kehitetty
myös Ceriodaphnia -suvun äyriäisille.
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4.3.3 Kalan mäti/poikastesti
Tarja Nakari, Suomen ympäristökeskus
4.3.3.1 Myrkyllisyyden määrittäminen kalan mäti/poikastestillä
Periaate
Mäti/poikastesti tehdään vakioiduissa laboratorio-olosuhteissa. Yleisin meillä käy-
tetty koekala on seeprakala, koska sen kehitysvaiheita on munan läpikuultavuu-
den takia helppo seurata ja mätiä on saatavissa ympäri vuoden. Muitakin lajeja
voidaan käyttää, kunhan testiolosuhteet ovat sopivat valitulle kalalajille. Tärkeitä
valintaperusteita käytettävälle kalalajille on, että emokaloja on helppo ylläpitää
laboratorio-olosuhteissa ja että hedelmöitynyttä mätiä saa ympäri vuoden. Kalo-
jen tulee olla tutkitusti terveitä, myös kalojen liiallista sisäsiittoisuutta tulisi välttää.
Hedelmöitettyä tai hedelmöitynyttä mätiä altistetaan testiaineen eri pitoisuuk-
sissa. Testipitoisuudet haetaan yleensä ensin akuutin testin perusteella. Mätiä altis-
tetaan niin kauan, kunnes kaikki kontrolliryhmän kalat alkavat syödä vapaasti.
Yleisimmin testi tehdään semistaattisena, mutta läpivirtausmenetelmä on suositel-
tavin, koska se sopii kaikentyyppisille aineille, myös sellaisille, jotka eivät ole pysy-
viä vesiliuoksessa. Läpivirtausmenetelmä on myös hellävaraisempi mädille ja
poikasille.
Testissä seurataan mädin kuolleisuutta, kehitystä ja kuoriutumista sekä kuo-
riutuneiden poikasten kehitystä ja kuolleisuutta. Eläimet on tarkastettava päivit-
täin, jotta kuolleet yksilöt saadaan poistettua mahdollisimman nopeasti, sillä kuol-
lut materiaali infektoi hyvin nopeasti muun materiaalin ja tuloksen tulkinta saat-
taa tällöin olla väärä.
Emokalojen on oltava terveitä ja hyväkuntoisia, jotta mädin laatu olisi hyvä.
Yleensä nuorten kalojen ensimmäistä kutua ei tulisi käyttää kokeisiin. Kaloja tulee
kudettaa pari kertaa ennen varsinaisia kokeita. Kaloja ei myöskään saa kudettaa
liian tiheään, jotta mädin laatu pysyisi hyvänä. Standardeissa annetut kudetusvälit
ovat yleensä liian lyhyet. Emokalakanta tulee pitää riittävän nuorena. Vanhenevat
emot kutevat heikommin ja niiden mädin laatu sekä kuolleisuus vaihtelevat suu-
resti. Emokalojen kunnosta riippuu suuresti mädin normaali kuolleisuus, jonka
ensimmäisenä vuorokautena tulee olla mahdollisimman pieni. Terveillä nuorilla
kaloilla ensimmäisen vuorokauden kuolleisuus jää yleensä alle viiden prosentin.
Standardiohjeissa annetaan yleensä melko yksityiskohtaiset ohjeet testin suo-
rittamisesta ja emokalojen ja poikasten hoidosta ja käsittelystä. Myös eri testilajien
käyttömahdollisuuksista on ohjeita.
Menetelmän käytöstä
Lisääntymisaikanaan ja varhaisissa kehitysvaiheissaan kalat ovat erityisen herkkiä
erilaisten kemikaalien ja haitallisten aineiden vaikutuksille. Haitta-aineiden vaiku-
tukset näihin varhaisiin kehitysvaiheisiin ilmentävät herkemmin kalojen sietoky-
kyä kuin akuutit lyhytaikaiset myrkyllisyystestit.
Vain sellaisten testien, jotka sisältävät kalojen elämänkierron kaikki vaiheet,
oletetaan antavan tarkan arvion aineiden myrkyllisyydestä kaloille. Sen vuoksi tämä
menetelmä, jossa käytetään kalojen mätiä ja poikasia on vähemmän herkkä kuin
täyden elämänkierron testit tai early-life stage-testi, jossa mitataan kalojen kasvua
usean viikon ajan. Erot mäti- ja poikasvaihetestien herkkyydessä riippuvat useista
tekijöistä. Sen vuoksi eri kalatestien herkkyyttä ei ole mahdollista yleistää. Koke-
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mus on kuitenkin osoittanut, että useille kemikaaleille mäti/poikastestin herkkyys
korreloi hyvin täyden elinkierron testien kanssa. Vaikka standardiohjeessa käyte-
tään seeprakalaa, se ei sulje pois muiden kalalajien käyttöä. Kalalajista riippuen
testiolosuhteita voidaan muokata, erityisesti lämpötilan ja kalamäärän osalta.
Mäti/poikastestiä ei yksin voida käyttää osoittamaan aineiden ja jätevesien
ympäristömyrkkyvaikutuksia, eikä tuloksia voida suoraan soveltaa muihin eläin-
lajeihin. Siksi tietoa tarvitaankin enenevässä määrin eri lajien herkkyydestä sekä
veden laadun ja ympäristöolosuhteiden vaikutuksista myrkyllisyyteen.
Standardit
SFS 5501: 1991; Vesitutkimukset. Myrkyllisyyden määrittäminen seeprakalan mädin ja kuoriu-
tuneiden poikasten avulla. Semistaattinen menetelmä.
ISO 12890: 1999; Water quality - Determination of toxicity to embryos and larvae of freshwater
fish – Semi-static method.
ISO 15088; Water quality – Determination of the non-acute toxicity of waste water to fish eggs
– Part 1: Danio rerio. (valmisteilla)
ISO 15088; Water quality – Determination of the non-acute toxicity of waste water to fish eggs
– Part 2: Oncorynchus mykiss. (valmisteilla)
4.3.3.2 Muut testit
Kemikaalien myrkyllisyyden testaukseen käytetään seuraavia OECDn menetelmä-
ohjeita:
OECD´s Guidelines for the testing of Chemicals
OECD GL 204 Fish, Prolonged Toxicity Test: 14-Day Study, 1984
OECD GL 210 Fish, Early-Life Stage Toxicity Test, 1992
OECD GL 212 Fish, Short-term Toxicity Test on Embryo and Sac-Fry Stages, 1998
Report EPS 1/RM/22, Environment Canada, Environmnetal Protection Series 1992. Biological
test method: Test of larval growth and survival using fathead minnows.
4.3.4 Kalan kasvutesti
Periaate
Menetelmällä määritetään pitoisuudet, joissa aine merkittävästi vähentää kalan
(Oncorynchus mykiss) kasvua 14 ja 28 vuorokauden koeaikana. Testi tehdään kaksi-
vaiheisena. Alustava testaus tehdään standardien ISO 7346-2 ja 3 mukaan. Tällä
määritetään aluksi testattavan näytteen LC50-arvot. Lopullinen testi tehdään 16
kalalla/pitoisuus ja tuloksena määritetään LOEC- ja NOEC- arvot.
Menetelmän käytöstä
Menetelmä soveltuu vesiliukoisten aineiden pitkäaikaisen subletaalin toksisuuden
määrittämiseen. Aineilla tarkoitetaan tässä kemikaaleja joko yksittäin tai seoksina,
jätevesiä, prosessivesiä tai luonnonvesiä. Tulokset ovat sellaisenaan riittämättömiä
ympäristönsuojelussa käytettävien vedenlaaturajojen määrittämiseen. Myös mui-
ta kalalajeja voidaan käyttää muuttamalla testiolosuhteita niille sopiviksi.
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Standardi
ISO 10229: 1994; Water quality - Determination of the prolonged toxicity of substances to
freshwater fish - Method for evaluating the effects of substances on the growth rate of
rainbow trout (Oncorhynchus mykiss Walbaum (Teleostei, Salmonidae )).
4.3.5 Kalafysiologiset menetelmät
Jukka Tana, ÅF-Celpap ja Marja Ruoppa, Suomen ympäristökeskus
4.3.5.1 Yleistä
Kemiallisten aineiden ja jätevesien ympäristövaikutusten tutkimuksessa on 1970-
luvulta lähtien käytetty myös biokemiallisia ja fysiologisia kalatutkimusmenetel-
miä. Niiden avulla haitalliset vaikutukset voidaan todeta jo alhaisissa altistuspitoi-
suuksissa ennen kuin kaloissa on nähtävissä ulkoisia myrkkyvaikutuksia. Lisäksi
niillä saadaan tietoa myrkyllisten yhdisteiden vaikutusmekanismeista. Vaikutus-
mekanismien tuntemus puolestaan auttaa selittämään ja ennustamaan mahdolli-
sia muutoksia kalan elintoiminnoissa kuten kasvussa, käyttäytymisessä ja lisäänty-
misessä. Kalafysiologisissa tutkimuksissa käytettävät testiparametrit edustavat tär-
keimpiä fysiologian alueita: hematologiaa, hiilihydraattiaineenvaihduntaa, vierasai-
nevaihduntaa, osmoottista ja ionisäätelyä sekä hormonitoimintaa. On kuitenkin
muistettava, että fysiologisissa vasteissa esiintyy aina vaihtelua, joka voi johtua
kalojen sukupuolesta, sukukypsyysasteesta, koosta sekä vuodenajasta ja pyynti-
alueesta. Nämä seikat on tarkoin otettava huomioon suunniteltaessa ja toteutetta-
essa tutkimuksia.
Ympäristö vaikuttaa aina eliöiden “sisäiseen tilaan”, jota säätelytoimin pyri-
tään pitämään elintoiminnoille suotuisana. Useimmissa tapauksissa tämän sääte-
lyn tehokkuus ja laajuus ulkoisiin olosuhteisin nähden on riittävä. Eläin on sopeu-
tunut kaikkiin mahdollisiin muutoksiin, joita sen elinympäristössä tapahtuu. Toisi-
naan ympäristön muutos on sen laatuinen tai niin voimakas, että säätelykyky ylite-
tään ja yksilö tai laji voi menehtyä. Tätä ennen eläimessä on kuitenkin tapahtunut
sopeutumia, joita voidaan mitata kemiallisin ja fysiologisin menetelmin. Näitä fy-
siologisia muutoksia voi joko edeltää tai niistä voi seurata rakenteellisia muutoksia.
Usein syyn ja seurauksen erottaminen toisistaan on vaikeaa.
Valvotuissa koetilanteissa fysiologisen sopeutuman yhdistäminen johonkin
tiettyyn ympäristötekijään on mahdollista. Luonnossa ympäristötekijöiden vaih-
telut ovat tavallisesti niin monitahoisia, ettei yksittäistä muutoksen syytä voida erik-
seen osoittaa, vaan ne kuvaavat useamman ulkoisen tekijän yhteisvaikutusta. Ylei-
sesti tiedetään, että kalat reagoivat herkästi monentyyppisiin ympäristömuutok-
siin ja näin syntyneessä fysiologisessa sopeutumistilassa lisärasituksen sieto saat-
taa olla heikentynyt.
Fysiologisia ja biokemiallisia mittauksia kutsutaan usein biomarkereiksi. Teori-
assa ne ovat herkkiä signaaleja, joiden tulisi aikaisessa vaiheessa antaa tietoja yksilön
vasteista ulkopuolisiin ärsykkeisiin (luonnolliset ja ihmisen toiminnan aiheuttamat).
Kaloissa tapahtuvia subletaaleja vasteita voidaan havainnoida yksilö-, elin-, kudos-
ja solutasoilla. Näissä fysiologisissa ja biokemiallisissa mittauksissa tarkastellaan ka-
lojen verenkuvaa, maksan toimintaa, vierasainevaihduntaa, lisääntymistä ja vastus-
tuskykyä.
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 85Suomen ympäristö 682
4.3.5.2 Tutkimustavat
Kalafysiologisten menetelmien käyttö kemikaalien ja jätevesien ympäristövaiku-
tusten kuvaajina voidaan jakaa kolmeen osaan:
• laboratorioaltistukset
• sumputuskokeet
• luonnosta pyydetyillä kaloilla tehtävät tutkimukset.
Kaikilla näillä tutkimustavoilla on omat etunsa ja puutteensa. Tutkimus- ja altistus-
tavan valintaan vaikuttavat tutkimuksen tavoite ja kohde (kemikaali vai jätevesi).
4.3.5.3 Laboratorioaltistukset
Laboratoriokokeiden tavoitteena on lähinnä vaikutusmekanismien sekä toisaalta
annos/vastesuhteiden selvittäminen. Niillä saadaan perustutkimuksellista tietoa
pitkäaikaisvaikutuksista yksilötasolla. Laboratorio-olosuhteissa tehtävissä tutkimuk-
sissa ulkoisten tekijöiden vaikutus voidaan rajoittaa niin, että ainoa muuttuva suu-
re on testattava kemikaali tai jätevesi. Laboratoriokokeissa koekalat voidaan myös
valita siten, että ne ovat mahdollisimman tasalaatuisia, keskinäisen vaihtelun ra-
joittuessa vain yksilöiden normaaliin, luontaiseen vaihteluun. Laboratoriossa ke-
mikaaleja ja jätevesiä voidaan annostella eri pitoisuuksina selvittämään, missä vai-
heessa määrällisesti tai ajallisesti kaloissa alkaa esiintyä vaikutuksia. Samoin voi-
daan selvittää, miten ulkoisten tekijöiden (esim. lämpötila, happi, pH) muutos vai-
kuttaa tutkittavan kemikaalin tai jäteveden kaloissa aiheuttamiin vasteisiin. Labo-
ratorioaltistusten etuna on myös niiden toistettavuus. Vaikka laboratorioaltistukset
voidaan tehdä hallituissa olosuhteissa, yksinomaan niiden avulla ei voida määrit-
tää luonnonkaloihin kohdistuvia vaikutuksia.
4.3.5.4 Sumputuskokeet
Luonnonvesissä tapahtuvan altistumisen simuloiminen lienee vaikeimpia tehtäviä
liitettäväksi laboratoriokokeisiin. Laboratorioaltistuksiin verrattuna sumputuskokeet
kentällä ovat joka tapauksessa lähempänä reaaliolosuhteita tutkittaessa kemikaalien
ja jätevesien vaikutuksia ja niistä johtuvaa ympäristön kuormitusta. Sumputusko-
keita voidaankin pitää laboratorioaltistusten ja varsinaisten kenttäkokeiden välimuo-
tona. Niihin on mahdollista valita sekä geneettisesti että fysiologisesti homogeeniset
koekalat. Tämä vähentää useissa tapauksissa vasteiden hajontaa verrattuna luonnosta
kerättyihin kala-aineistoihin. Toisaalta koekalojen fysiologinen kunto voidaan kont-
rolloida ennen altistusta. Samoin tiedetään niiden ravintotilanne ja elinympäristön
lämpötila. Sumputuskokeissa on useimmiten mahdollista myös käyttää sellaisia ka-
loja, joiden kehitysaste soveltuu parhaiten tutkimuksen tavoitteisiin. Lisäksi tiede-
tään tarkasti kalojen altistumisaika ja -paikka, joka mahdollistaa vaikutusten tutki-
misen eri etäisyyksillä päästölähteestä. Toisaalta sumputus on kaloille epäterveelli-
nen ympäristö. Kyseessä on eräänlainen pakkoaltistaminen, joka luonnossa ei ehkä
olisi realistista, koska kalat eivät pysty poistumaan ko. alueelta.
Sumputuskokeissa on useimmiten käytetty lohikaloja, erityisesti kirjolohia.
Kirjolohi on yleisin kalalaji, jota on käytetty kalatutkimuksissa ja sitä voidaan ver-
rata nisäkäspuolella tehtävissä tutkimuksissa käytettyyn valkoiseen rottaan. Kirjo-
lohia käytettäessä sumputusajat eivät voi juurikaan ylittää 14 vuorokautta, koska
kaloja ei ruokita kokeiden aikana ja kahden viikon ravinnon puute saattaa vaikut-
taa niiden tilaan ja siten myös tutkimustuloksiin. Viime aikoina sumputuskokeissa
on alettu käyttää myös planktonia syövää siikalajia, joka mahdollistaa pitemmät
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koeajat, sillä kalat saavat ravintoa myös sumputuksen aikana. Tällä lajilla sumpu-
tusaika voi olla yhden kuukauden mittainen. Eräänä sumputuskokeiden muotona
on myös käytetty altistustilannetta, jossa rannalle eri etäisyyksille päästölähteestä
on sijoitettu altaita, joihin pumpataan ko. alueen vettä. Tällöin kaloja voidaan altis-
taa pidempiä aikoja niitä samalla ruokkien.
4.3.5.5 Luonnosta pyydetyillä kaloilla tehtävät tutkimukset
Kenttätutkimuksissa kalat pyydetään suoraan vesistöstä ja pyyntirasituksen vähen-
tämiseksi niitä sumputetaan pyyntialueella 3-4 vuorokautta ennen näytteenottoa.
Näiden tutkimusten etuna on se, että ne kuvaavat todellista tilannetta vesistössä.
Toisaalta kalojen taustasta ei ole olemassa mitään rekisteröityjä tietoja, joten var-
muudella ei voida tietää, kuinka kauan kalat ovat oleskelleet pyyntialueella, mikä
on niiden ravintotilanne ja mikä on ollut pyynnin aiheuttama rasitus. Kenttäko-
keista saatujen tulosten tulkintaa vaikeuttavat myös bioottisten ja abioottisten teki-
jöiden (taustakohina) monimutkaiset vuorovaikutukset, joka näkyy suurena ha-
jontana eri parametrien kohdalla. Kenttätutkimuksissa pyrkimyksenä on käyttää
mahdollisimman paikallisia lajeja. Pohjoismaissa eniten käytetty kalalaji on ollut
ahven. Eräissä tutkimuksissa on otettu näytteitä myös särjestä ja kivinilkasta. Kent-
tätutkimukset ovat kustannuksiltaan suhteellisen kalliita.
Käytännössä kenttätutkimukset tulee suorittaa vähintään kaksi kertaa vuodes-
sa eri parametrien vuodenajasta riippuvien vaihteluiden selvittämiseksi. Mikäli tut-
kittavien vasteiden vuodenaikaisvaihtelu tunnetaan, on näytteenotto kerran vuo-
dessa riittävä. Sopivia ajankohtia esim. ahvenelle ovat touko-kesäkuu ja elokuu. Al-
kukesästä kalojen kunto on heikentynyt juuri päättyneen kudun jälkeen ja sen voi-
daan olettaa olevan alttiimpi myrkkyvaikutuksille. Elokuussa sen sijaan veden läm-
pötila on useimmiten korkeimmillaan ja kala aktiivisimmassa kasvuvaiheessa. Myös
tässä vaiheessa on todennäköistä, että jätevesi- tai kemikaalikuormitus voi aikaan-
saada häiriöitä kalan fysiologisissa perustoiminnoissa. Vierasaineenvaihduntaan liit-
tyvien parametrien tutkimuksissa aktiivisen kasvukauden jälkeinen syksy lienee
parhaita tutkimusajankohtia. Kenttätutkimuksissa näytteet otetaan aikuisista, mah-
dollisimman samankokoisista ja -painoisista kaloista. Mikäli mahdollista tulee käyt-
tää kumpaakin sukupuolta olevia kaloja. Tutkimusalueet tulee valita siten, että ver-
tailualueen ja koealueiden olosuhteet ovat mahdollisimman samanlaiset.
4.3.5.6 Vasteisiin vaikuttavia tekijöitä
Kalojen koko, sukupuoli ja ikä ovat seikkoja, jotka on huomioitava tarkasteltaessa
ja suunniteltaessa kalafysiologisia tutkimuksia. Tutkimuksissa käytettävien kalo-
jen tulisi olla samaa kokoluokkaa ja samanikäisiä. Tässä yhteydessä fysiologisella
iällä, joka kuvaa kalan kehitysvaihetta, on suurempi merkitys kuin kronologisella
iällä. Sukupuolierot heijastuvat erityisesti lisääntymiseen liittyvissä muuttujissa.
Eräänä tapana välttää sukupuolesta aiheutuvia vaikutuksia on käyttää kokeissa vain
yhtä sukupuolta. Toisaalta tämä rajoittaa saatavia tietoja toisen sukupuolen reakti-
oiden jäädessä selvittämättä.
Vuodenajalla on merkitystä kalan fysiologiaan, sillä kaloilla on vuodenajasta
riippuvainen kierto tutkittujen muuttujien kuvaamissa elintoiminnoissa. Vuoden-
ajalla saattaa siten olla merkitystä altistetuissa kaloissa todettaviin vasteisiin.
Sukukypsyys vaikuttaa myös kaloista mitattaviin vasteisiin. Laboratoriokokeis-
sa ja kenttäsumputuksissa käytetään usein 2-vuotiaita juveniileja (ei sukukypsiä)
lohikaloja. Juveniilit lohikalat läpikäyvät 2-3 vuoden iässä smoltifikaation, joka tar-
koittaa vaellusvalmiuden saavuttamista. Tällöin kalat vaeltavat joesta mereen siir-
tyen elinympäristöltään makeasta vedestä suolaisempaan meriveteen. Vaellusval-
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miuden saavuttaminen esiintyy myös kirjolohella viljelyolosuhteissa. Kalojen smol-
tifikaatio on huomioitava kokeita suunniteltaessa. Jos esimerkiksi vaellusvalmiu-
den jo saavuttaneita kaloja altistetaan makeassa vedessä, niiden fysiologinen tila
palautuu lähelle jokipoikasvaihetta. Tällöin todetut muutokset saattavat olla seu-
rausta elinympäristön muutoksesta pikemminkin kuin altistumisesta esim. jäteve-
delle. Tämä osoittaa myös sen, kuinka tärkeää on sisällyttää tutkimuksiin kontrolli-
kalat, jotka läpikäyvät samat vaiheet kuin varsinaiset koekalatkin.
Sukukypsien kalojen fysiologia on suuresti riippuvainen lisääntymiskierros-
ta, joka on läheisesti yhteydessä ympäristön lämpötilaan ja valorytmiin. Varsinai-
nen kutu käynnistyy ilmeisesti lämpötilan muutoksen seurauksena. Munarauhas-
ten kasvu on sen sijaan enemmän riippuvainen päivän pituudesta ainakin kevät-
kutuisilla kaloilla.
Eräs merkittävä tekijä on myös kalojen ravintotilanne. Kalojen nälkiintymi-
nen vaikuttaa moniin fysiologisiin vasteisiin ja vaikutukset ovat paljolti lämpöti-
lasta riippuvaisia. Jos jatkuvasti syötetyistä kaloista otetaan näytteitä, ruokinnan ja
suolensisällön aiheuttamat erot lisäävät vasteissa todettavia hajontoja. Kalojen on
siksi paastottava ainakin 4 vrk ennen näytteenottoa. Eräänä vaikuttavana tekijänä,
joka osaksi liittyy kalojen ruokintaan, on koealtaisiin muodostuva hierarkia yksi-
löiden välillä. Ruokinnan yhteydessä hallitsevassa asemassa olevat kalat tulevat
ottamaan ruokaa ensin ja alistujat saavat sen, mitä jää jäljelle. Tämä ilmiö vaikuttaa
luonnollisesti kalojen kasvuun. Viime aikaisissa kokeissa on alettu käyttää yksilöl-
lisesti merkittyjä kaloja, jolloin niiden kasvua voidaan seurata yksilöllisesti.
4.3.5.7 Tutkittavat muuttujat
Tutkittavat muuttujat voidaan jakaa seuraaviin osa-alueisiin:
• Sappianalyysit, joilla selvitetään kalojen altistumisvastetta.
• Morfometria, jolla mitataan kalojen yleiskuntoa ja kasvua.
• Hematologia, jolla selvitetään veren hapenkuljetuskykyä ja vastustuskykyä.
• Plasmasta mitattavat muuttujat, joilla selvitetään kudosvaurioita sekä kalojen
vesi- ja ionisäätelyä.
• Maksan aineenvaihdunta.
• Lisääntyminen, jossa seurataan mm. kalojen hormonitasoja.
Sappianalyysit
Kalat saavat vieraita aineita itseensä kidusten kautta tai suolesta imeytymällä. Yleen-
sä nämä yhdisteet ovat rasvaliukoisia. Jotta kala voi poistaa ne elimistöstään, ne
täytyy ensin muuntaa vesiliukoisiksi konjugoimalla ne jonkin hydrofiilisen ryh-
män kanssa. Kaloille vieraiden aineiden muuntuminen ja aineenvaihdunta tapah-
tuu pääosin maksassa, josta ne kulkeutuvat sappinesteessä sappirakkoon. Sappi-
rakko on maksan viemäri, joka tyhjentyy suoleen. Sappi sisältää myös suoloja ja
kolesterolia, jotka edesauttavat rasvan imeytymistä suolesta.
Sappianalyyseja on käytetty menestyksekkäästi määritettäessä esim. metsäte-
ollisuuden jätevesien leviämistä ja kalojen altistumisastetta. Sappianalyyseja voi-
daan käyttää mm. seuraavien ongelmien ratkaisemisessa:
• Jätevesien biologisen vaikutusalueen laajuuden määrittäminen vesistössä.
• Eri vierasainelähteiden erottaminen toisistaan tapauksissa, joissa on useita
pilaajia.
• Epäiltäessä kalojen makuhaittoja voidaan sappianalyyseillä saada pilaajakoh-
taista vahvistusta jätevesialtistumiselle.
• Ihmisen kalaravinnosta mahdollisesti saaman vierasainerasitteen jäljittäminen.
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Morfometria
Morfometrisilla muuttujilla kuvataan kalojen yleiskuntoa ja kasvua. Muuttujia ovat
pituus, kokonaispaino, somaattinen paino, kuntokerroin, ravintokerroin, LSI - mak-
san somaattinen indeksi ja kasvu. Viimeaikaisissa kokeissa on alettu käyttää yksi-
löllisesti merkittyjä kaloja, jotta saadaan selville kalojen yksilöllinen kasvu ja siihen
mahdollisesti heijastuvat muut muutokset eri elintoiminnoissa. Aikaisemmin kas-
vu määritettiin biomassan muutoksena kokeen alun ja lopun välillä, jolloin pystyt-
tiin laskemaan altistusryhmän keskimääräinen painon lisäys eli kasvu.
Hematologia
Hematologian avulla tutkitaan veren kaasujenkuljetuskykyä (punasolut) ja toisaalta
kalojen vastustuskykyä (valkosolut). Kalojen hengittäessä happea kulkeutuu ve-
destä vereen, jossa se sitoutuu punasolujen sisältämään hemoglobiiniin. Kiduksis-
ta hapekas veri kulkeutuu kalan eri kudoksiin, jossa happi siirtyy verestä kudok-
siin ja kudoksissa aineenvaihdunnan seurauksena muodostunut hiilidioksidi siir-
tyy vereen ja sitoutuu hemoglobiiniin. Tämän jälkeen veri kulkeutuu sydämen
kautta kiduksiin, jossa hiilidioksidi siirtyy verestä veteen. Kaasujen siirto tapahtuu
hapen ja hiilidioksidin osapaine-erojen seurauksena.
Veren valkosolujen määrä antaa puolestaan kuvan kalojen vastustuskyvystä
ja mahdollisista infektioista sekä kudosvaurioista. Infektioiden yhteydessä kalojen
valkosolujen määrä lisääntyy niiden eliminoidessa infektion aiheuttajia. Kudosvau-
rioiden yhteydessä valkosolujen tehtävä on edesauttaa kudoksen korjautumista
sekä estää infektion muodostumista vaurioituneessa kohdassa. Kalojen vastustus-
kykyä kuvaamaan on viimeisten vuosien aikana käytetty myös immunoglobuliini-
proteiinia, joka on elimistön vasta-aine. Kalojen kudoksissa ja elintoiminnoissa ta-
pahtuvat muutokset ja häiriöt sekä mahdolliset kudosvauriot saattavat heijastua
myös veriplasman koostumukseen.
Hematologisia muuttujia ovat mm.:
• Punasolut: hematokriitti (HCT), hemoglobiin (HB), punasolujen määrä (RBC),
verisolujen keskimääräinen Hb-pitoisuus(MCHC), keskimääräinen Hb-pitoi-
suus (MCH) ja punasolujen keskimääräinen tilavuus (MCV).
• Valkosolut: leukokriitti (Lct) (valkosolujen %-osuus veressä), valkosolujen mää-
rä (WBC), lymfosyytit (Lymf), granulosyytit (Gran), trombosyytit (Tromb).
• Plasma: ASAT, ALAT, ionit.
Maksan toiminta
Maksa on tärkeä elin kalojen energia-aineenvaihdunnassa sekä vierasaineiden ja
kalojen omien aineenvaihduntatuotteiden muuntamisessa poistettavaan muotoon.
Energia-aineenvaihduntaan liittyviä maksasta mitattavia muuttujia ovat esim. glyko-
geeni- ja lipidipitoisuudet.
Vierasainemetabolialla tarkoitetaan elimistön kykyä muuttaa vierasaineiden
rakennetta ja ominaisuuksia siten, että haitalliset vaikutukset elimistössä heikkene-
vät ja aineet poistuvat elimistöstä normaalien eritysmekanismien avulla. Eläinten
elimistön monet entsyymit pystyvät muuntamaan rasvaliukoiset vierasaineet vesi-
liukoisiksi.
Maksassa sijaitsee sytokromi P450 entsyymijärjestelmä (CYP; cytochrome P450).
Tämä entsyymiperhe koostuu isoentsyymeistä, jotka osallistuvat vierasainevaihdun-
taan. Kemikaalit aiheuttavat entsyymien synteesin lisääntymisen (induktion), jota voi-
daan mitata esim EROD-aktiivisuuden ja UDP-GT-aktiivisuuden avulla.
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Lisääntyminen
Viime aikoina kalojen lisääntymistoimintoihin liittyviin muuttujin on alettu kiin-
nittää enenevää huomiota. Tutkimuksissa käytettyjä parametreja ovat mm. seuraa-
vat:
• GSI- gonadosomaattinen indeksi.
• ikä, jolloin kalat saavuttavat sukukypsyyden.
• lisääntymishormonit; 17beta-estradioli ja testosteroni.
• vitellogeniini.
4.3.5.8 Menetelmien käytöstä
Kalafysiologisia menetelmiä on käytetty menestyksellisesti selvitettäessä jätevesi-
en vaikutusaluetta ja altistumisen aiheuttamia vaikutuksia. On kuitenkin muistet-
tava, että käytettävä muuttujavalikoima ei välttämättä ole sama eri tyyppisten teol-
lisuusalojen alapuolisissa vesistöissä tai jätevesitutkimuksissa. Parametrit on valit-
tava aina tapauskohtaisesti. Kenttäolosuhteissa tehtävissä tutkimuksissa on pyrit-
tävä käyttämään muuttujia, joihin pyynnillä, näytteenotolla eikä altistusmenetel-
millä ole suurempaa merkitystä. Yleismaailmallinen suuntaus on ollut, että hema-
tologiset muuttujat ovat jäämässä vähemmälle huomiolle, koska ne eivät suoranai-
sesti kuvaa elintärkeitä toimintoja. Toisaalta enenevässä määrin on alettu kiinnittää
huomiota kalojen lisääntymistoimintoihin liittyvien muuttujien tutkimiseen.
Tarkasteltaessa kalafysiologisten tutkimusten tuloksia pitäisi pyrkiä kiinnittä-
mään huomiota diagnoosin tekemiseen eikä tarkastella yksittäisten parametrien
tilastollista eroa kontrollikaloihin. Koeryhmien välisen eron tilastollisesta merkit-
sevyydestä huolimatta ero voi todellisuudessa olla vain muutaman prosentin luok-
kaa. Tällöin on mietittävä, onko erolla fysiologista perustetta ja onko se elintoimin-
tojen kannalta merkittävä. Pelkkä tilastollisiin merkitsevyyksiin tukeutuminen ei
välttämättä johda oikeisiin johtopäätöksiin.
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4.4 Monilajitestit – malliekosysteemit
Jukka Tana, ÅF-Celpap
4.4.1 Yleistä
Malliekosysteemi voidaan määritellä yksinkertaistetuksi luonnollisen ekosysteemin
kopioksi. Ekosysteemi muodostuu fyysisestä ympäristöstä, johon kuuluvat vesi,
pohja, veteen liuenneet aineet sekä mikro-organismit, kasvit ja eläimet. Aurinko-
energian, hiilidioksidin, veden ja kivennäissuolojen avulla muodostuu kasviaines-
ta, joka toimii ravintona alimmalle kuluttajatasolle (primäärikuluttajat). Pedot eli
toisen asteen kuluttajat muodostavat sekä määrällisesti että ekosysteemin läpi vir-
taavan energian kannalta vain pienen osan systeemiä, mutta niiden merkitys pri-
määrikuluttajien säätelyssä on merkittävä. Kuolleen orgaanisen aineksen eli detri-
tuksen syöjät (mikro-organismit ja tietyt eläimet) toimivat lopullisina hajottajina,
jolloin kivennäissuolat vapautuvat käytettäväksi uudelleen kasvien rakennusainee-
na. Malliekosysteemit voidaan periaatteessa jakaa pieniin laboratorio-olosuhteisiin
rakennettuihin mikrokosmoksiin ja suurempiin luonnon ekosysteemeistä erotet-
tuihin tai keinotekoisesti rakennettuihin mesokosmoksiin.
Termiä malliekosysteemi (mikrokosmos tai mesokosmos) käytetään kuvaamaan
tiettyjä monimutkaisia koejärjestelyjä. Ne voivat olla pieniä lasipulloissa tehtäviä
viljelmiä, jotka muodostuvat muutamasta eliölajista tai suuria allasrakennelmia jopa
kokonaisia järviä tai luonnonvesissä tehtäviä kassikokeita. Muutamissa koejärjes-
telyissä on tarkasteltu vaikutuksia eri trofiatason organismeihin ja niistä voitaisiin
käyttää nimitystä malliravintoketju. Yhteistä näille on se, että vaikutuksia tutkitaan
samanaikaisesti useilla eri trofiatason organismeilla.
Yksi vaikeimmista tehtävistä näissä tutkimuksissa on sopivien ja tarkoituk-
senmukaisten malliekosysteemien suunnittelu. Suunnitteluun ja malliekosystee-
mijärjestelmän valintaan vaikuttavat luonnollisesti tutkimuksen tavoitteet sekä ne
erityiskysymykset, joihin tutkimuksella etsitään vastausta.
Perimmäisenä ajatuksena malliekosysteemien käyttämisessä testijärjestelmä-
nä lienee ollut realismin ja ekologisen relevanssin lisääminen kemikaalien myrk-
kyvaikutusten tutkimuksissa. Malliekosysteemissä realismin aste määräytyy niiden
tutkittavana olevien luonnon ekosysteemien ominaisuuksien määrän mukaan, jotka
sisällytetään mallin suunnitteluun. Malliekosysteemitestit lisäävät esim. kemikaa-
lien aiheuttamien muutosten ennustettavuutta. Mahdollisimman todenmukaiset
malliekosysteemit ovat kuitenkin monimutkaisia järjestelmiä, joissa taloudellisista
ja käytännön syistä on vain muutama rinnakkaisryhmä. Tämä lisää tulosten tul-
kinnanvaraisuutta.
Mikäli malliekosysteemeillä tehtävien tutkimusten tavoitteena on ennustaa
ympäristömyrkkyjen vaikutuksia luonnon ekosysteemin rakenteeseen ja toimin-
taan sekä myrkyn kulkeutumista ekosysteemissä, on tutkimuksissa käytettävä mah-
dollisimman lähellä todenmukaista tilannetta olevia malliekosysteemejä. Kokeita
voidaan tehdä käyttäen kokonaista järveä tai lampea malliekosysteeminä. Mah-
dollista on myös käyttää erilaisia aidattuja tai suljettuja vesiekosysteemin osia tai
keinotekoisesti rakennettuja malliekosysteemejä.
Ympäristömyrkkyjä ei esimerkiksi ole mahdollista testata suurissa suljetuissa
vesiekosysteemin osissa pitoisuuksien annos/vasteisuuden selvittämiseksi. Toden-
mukaisuus muodostuu sitä tärkeämmäksi, mitä enemmän saatuja tuloksia aiotaan
käyttää ennustamaan muutoksia luonnon ekosysteemissä. Yksittäisillä lajeilla teh-
tyjen laboratoriokokeiden mukaan monilla ympäristömyrkyillä on suoria vaiku-
tuksia useimpiin ekosysteemin eliöihin, mutta vaikutustavat ovat erilaisia. Vaiku-
tukset heijastuvat mm. yksilöiden väliseen kilpailuun, joka puolestaan aiheuttaa
sekundaarisia muutoksia populaatioissa. Sekundaariset vaikutukset saattavat peit-
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tää alleen ympäristömyrkkyjen ensisijaiset vaikutukset. Suurissa malliekosystee-
meissä havaitaan usein yhteisvaikutukset, kun taas suorat syy-seuraussuhteet jää-
vät epäselviksi.
4.4.2 Laboratoriokokeet eli mikrokosmokset
Mikrokosmosten käyttö ekologisessa tutkimuksessa on alkanut jo 1950-luvulla.
Ympäristömyrkkyjen ympäristökohtalon mallintamiseen niitä käytettiin 1960-lu-
vulla. Mikrokosmos on laboratoriossa simuloitu ekosysteemin osa. Sen olosuhteet
(valaistus, kosteus, ilmastus, sekoitus lämpötila jne.) pyritään säätämään siten, että
systeemi tulee toimeen itsekseen ja edustaa vastaavan luonnonsysteemin tasapai-
notilaa. Mikrokosmosten mallit ja koot voivat vaihdella suuresti. Pienillä laborato-
rio-olosuhteisiin rakennetuilla mikrokosmoksilla on tärkeä osa ekotoksikologises-
sa tutkimuksessa. Ne ovat ekologisesti yksinkertaisia, fyysisesti pieniä, helposti tois-
tettavia ja sopivia standardisoitaviksi. Niille on luonteenomaista yksinkertaistettu
rakenne sekä bioottisten ja abioottisten tekijöiden vähäisyys. Ne ovat lähinnä itse-
näisiä ekosysteemejä eivätkä luonnon ekosysteemien malleja. Samankaltaisuus
luonnon kanssa rajoittuu usein hyvin yleisiin ominaisuuksiin. Niillä voidaan mää-
rittää eräitä kemikaalien ominaisuuksia sen ympäristökohtalon arviointia varten.
Niiden avulla ei kuitenkaan voida ennustaa tapahtumia ja muutoksia suuremmis-
sa ekosysteemeissä kuten järvissä, joissa tai merialueilla.
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4.4.3 Suuret malliekosysteemit eli mesokosmokset
Tarkasti luontoa jäljittelevät suuret malliekosysteemit muodostavat perustan jäte-
vesi- sekä kemikaalivaikutusten tutkimukselle yhdessä tarkkailuun käytettävien
testien kanssa. Menetelmät soveltuvat hyvin ympäristömyrkkyjen kemiallisen koh-
talon selvittämiseen. Samoin voidaan tutkia aineiden muuntumista ja kulkeutu-
mista sekä tunnistaa ekosysteemin avaintoiminnot ja heikot kohdat. Malliekosys-
teemeillä voidaan analysoida vaikutuksia populaatiotasolla. Samoin voidaan seu-
rata muitakin tärkeitä toimintoja kuten energiavirtoja ja ravinteiden kulkeutumis-
ta. Malliekosysteemejä voidaan lisäksi käyttää varmentamaan mallilaskelmilla teh-
tyjä ennusteita. Mahdollisimman luonnonmukaisesti rakennetun malliekosystee-
min etuna on, että se kuvaa tutkimuksen kohteena olevan luonnon ekosysteemin
toimintoja todenperäisesti.
4.4.3.1 Rantavyöhykkeen malliekosysteemi
Esimerkkinä mesokosmoksista voidaan esittää Itämeren litoraalivyöhykettä kuvaava
malliekosysteemi, jonka rakenne perustuu alunperin Notinin ym. (1977) esittämään
periaatteeseen. Malliekosysteemialtaat koostuvat ulkona sijaitsevista maalle pysty-
tetyistä 8 m3:n altaista. Malliekosysteemi luodaan “siirtämällä” osa vastaavaa luon-
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nonsysteemiä (sekä kasvit että eläimet) jokaiseen altaaseen. Malliekosysteemiä ja
vastaavaa luonnon ekosysteemiä on vertailtu tutkimuksissa, joissa selvitettiin eri
ekotoksikologisten tutkimusmenetelmien soveltuvuutta.
 Malliekosysteemien tärkein eliöorganismi on rakkolevä, Fucus vesiculosus, joka
muodostaa noin 90 % Itämeren rantavyöhykkeen biomassasta. Rakkoleväyhteisön
tutkimuksen etuna on paitsi se, että se on Itämeren merkittävin osasysteemi myös
se, että sen monimuotoisuus (diversiteetti) on suhteellisen pieni muihin merellisiin
yhteisöihin verrattuna. Tavoitteena onkin ollut luoda malliekosysteemialtaisiin kat-
tava ja tasapainoinen rakkoleväyhteisö ja pääpaino on ollut tämän yhteisön tutki-
muksessa sedimentin eliöstön kanssa, kun taas kasvi- ja eläinplanktonyhteisöjä on
tarkasteltu enemmän yleisluonteisesti.
Malliekosysteemialtaissa pyritään jäljittelemään matalaa, suojaista Itämeren
hiekkapohjaista lahtea, jossa kivet muodostavat kiinnitysalustan rakkolevälle. Luon-
nonolosuhteissa vesimassojen virtaukset systeemin läpi ovat suurempia kuin mal-
liekosysteemialtaissa. Koska rakkolevät saavat tarvitsemansa ravinteet malliekosys-
teemialtaiden sisääntulevan veden kautta, on tärkeää, että rakkolevän biomassa
sopeutetaan malliekosysteemialtaiden läpi virtaavan veden määrään. Täten saavu-
tetaan paras yhdenmukaisuus vastaavan luonnon ekosysteemin kanssa.
Malliekosysteemialtaissa on tehty perusteellisia selvityksiä sisään tulevan ve-
den virtausmäärien ja rakkolevän kasvun välisestä riippuvuudesta. Näiden selvi-
tysten perusteella veden teoreettiseksi vaihtuvuudeksi malliekosysteemialtaissa on
päätetty 2 vuorokautta (2,8 L/min). Väriainetutkimuksilla on voitu osoittaa, että
suuntaamalla sisään tuleva vesisuihku vinosti pohjaa vasten saadaan aikaan vir-
tausnopeus, jossa vesi kiertää altaan noin 3-4 minuutissa. Teoriassa tämä tarkoittaa,
että vesi ehtii kiertää altaan 360-480 kertaa vuorokauden aikana.
Malliekosysteemialtaiden poistoputket on peitetty verkolla (1x1 mm), jolloin
estetään suurempien eliöiden poistuminen altaista. Sisään tulevasta vedestä sekä
altaiden poistovedestä osa johdetaan mittauskammioon, jossa tapahtuu veden läm-
pötilan, sähkönjohtavuuden, pH:n ja happipitoisuuden automaattinen mittaus. Eri
altaista tuleva vesi mitataan kerran tunnissa ja mittauksen säätely tapahtuu tieto-
koneohjatun venttiilijärjestelmän avulla. Eri altaiden mittaustulokset tallennetaan
tietokoneelle ja niiden avulla lasketaan ekosysteemin aineenvaihduntaa, vertaa-
malla sisään tulevaa ja ulosmenevää vettä siten, että laskelmissa on huomioitu ve-
den virtausnopeudet ja kaasun diffuusiovakiot. Myös allasalueelle tulevan valon
määrä mitattaan jatkuvasti. Kaavakuva koejärjestelyistä on esitetty kuvassa 1.
Malliekosysteemikokeiden aluksi altaiden pohja (10 m2) peitetään puhtaalla eli-
öistä vapaalla hiekalla. Hiekan kokonaismäärä allasta kohden on noin 400 L, joka
muodostaa 3-4 cm paksun sedimenttikerroksen. Tämän jälkeen altaat täytetään ve-
dellä. Malliekosysteemialtaisiin siirrettävät, kiviin kiinnittyneet rakkolevät kerätään
merialueelta ja asetetaan altaisiin siten, että ne peittävät 1/3 altaan pohjasta. Rakkole-
vien siirto tapahtuu siten, että muovipussi (40x60 cm) asetetaan varovasti rakkolevän
ja kiven yli, jolloin rakkolevässä oleva eliöstö saadaan myös mukaan. Rakkolevät siir-
retään muovipusseissa mesokosmosaltaisiin, sen jälkeen kun niiden tilavuus on en-
sin määritetty. Jokaiseen altaaseen laitetaan tilavuudeltaan sama määrä rakkolevää
(6,0 L) ja myös rakkoleväyksilöiden määrä pyritään saamaan yhdenmukaiseksi kai-
kissa altaissa. Rakkolevien mukana tulleiden eri eliölajien määrät arvioidaan, jotta
kussakin altaassa olisi sama määrä eliöitä kokeiden alussa. Päällyskasvustoleviä tut-
kitaan asettamalla 20x20 cm muovilevyjä roikkumaan altaan yli pingotettuun na-
ruun. Erityisissä verkkolaatikoissa pidetään lisäksi esipunnittuja sinisimpukoita,
Mytilus edulis, tavoitteena tutkia niiden kasvua ja henkiinjäämistä.
Rakkolevän mukana tulleiden eläinten lisäksi malliekosysteemialtaisiin laite-
taan kolmipiikin, Gastorosteus aculeatus, vastakuoriutuneita poikasia. Malliekosys-
teemialtaisiin siirrettyjen eliöiden lisäksi altaisiin tulee sisään tulevan veden muka-
na eri eliölajien munia ja toukkia, jotka jäävät elämään malliekosysteemialtaiden
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pohjalle sedimenttiin, joka on eliöistä vapaa kokeiden alussa. Tämän perusteella
sedimentti muodostaa mielenkiintoisen tutkimuskohteen, koska sedimenttiin koh-
distuvat vaikutukset heijastuvat eliöiden yhteisöihin ja kehitykseen.
Altaisiin luotujen ekosysteemien annetaan tasaantua ja vakiintua 2-3 viikkoa
ennen altistusten aloittamista ja altistusten kesto voi olla kuukausista jopa useam-
paan vuoteen.
Viime aikoina on murtovesien mesokosmoksia kehitetty myös makean veden
olosuhteisiin. Ravinneköyhät makean veden systeemit on valittu siksi, että ne mo-
nella tavoin ovat kuormitukselle ja häiriöille herkempiä kuin ravinnerikkaammat
systeemit murto- ja merivedessä. Makean veden malliekosysteemeillä työskentely
on kuitenkin hankalampaa verrattuna murtovesisysteemeihin, joilla on yhtenäi-
nen rakkolevävyöhyke, jonka osia suhteellisen helposti voidaan siirtää malliekosys-
teemialtaisiin.
4.4.3.2 Muita malliekosysteemejä
Edellä kuvatun rantavyöhykkeen malliekosysteemien lisäksi ympäristötutkimuk-
sessa on käytetty myös muita mesokosmoksia. Erityisesti planktonyhteisöjä ja nii-
hin kohdistuvia vaikutuksia on tutkittu ns. pelaagisilla kasseilla. Kassit muodostu-
vat kahdesta sisäkkäin olevasta pussista, jotka on kiinnitetty pinnalla oleviin kel-
lukkeisiin. Kassien pohjasta roikkuvat painot pitävät kassit suorassa ja paikallaan.
Pelaagisten kassien koot ovat vaihdelleet tilavuudeltaan 68 - 1300 m3 välillä ja ko-
keiden kesto on ollut 4 viikosta 17 viikkoon. Kokeiden kestäessä kauemmin kuin 5-
6 viikkoa kasseihin on lisättävä ravinteita ja niiden ulkopinta on puhdistettava sii-
hen kiinnittyneestä kasvustosta.
Monissa luonnon ekosysteemeissä pelaagiset ja pohjalla elävät yhteisöt ovat
riippuvaisia toisistaan siinä määrin, että niiden erottaminen toisistaan voi suuresti
vaikuttaa jomman kumman tai molempien käyttäytymiseen. Suhteellisen matalis-
sa vesiekosysteemeissä pelaaginen osa saattaa olla täysin riippuvainen ravinteiden
virtauksista sedimentin ja veden välillä. Toisaalta pohjalla elävät, vajoavaa ainesta
Kuva 1. Kaavakuva malliekosysteemistä.
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ravinnokseen käyttävät eliöyhteisöt ovat riippuvaisia pelaagisten osien tuottami-
en partikkeleiden määrästä ja laadusta. Tämä riippuvuus tulee korostetummin esille
järviekosysteemeissä. Pelaagisten ja pohjan eliöyhteisöjen vuorovaikutusten tutki-
miseen käytettyjä malliekosysteemejä on kutsuttu limnokoraaleiksi.
Tyypilliset limnokoraalit ovat sylinterinmuotoisia vesipatsaan aitauksia, jotka
ulottuvat pohjasedimenttiin asti. Limnokoraaleja on käytetty mm. täydentämään
kokonaisissa järvissä tehtyjä kokeita. Niiden avulla on pyritty selvittämään erityi-
siä ongelmia kuten minimiravinteita, kaasujen vaihtoa, happamoitumista ja peri-
fytonin kasvua.
4.4.3.3 Malliekosysteemien tarkastelua
Perimmäisenä ajatuksena malliekosysteemien käyttämisessä testijärjestelmänä lie-
nee ollut realismin ja ekologisen relevanssin lisääminen ympäristövaikutusten tut-
kimuksessa. Malliekosysteemeissä realismin aste määräytyy niiden tutkittavana
olevien luonnon ekosysteemin ominaisuuksien määrän mukaan, jotka sisällytetään
mallin suunnitteluun.
Malliekosysteemien kokoa pidettiin kauan tärkeimpänä tekijänä, periaatteel-
la “suurin on paras”, mutta se ei kuitenkaan pidä täysin paikkaansa. Tämä ilmeni
tutkittaessa planktonpopulaatioiden käyttäytymistä toisaalta pelaagisella kassilla
ja toisaalta maalle pystytetyillä mereisillä mikrokosmoksilla. Tutkimuksissa todet-
tiin, että pelaagisen kassin satakertainen pienentäminen on kompensoitavissa me-
riympäristöä kuvaavilla mikrokosmoksilla, joissa sedimentti ja aallokon vaikutus
on huomioitu koejärjestelyissä.
Malliekosysteemeillä tehtävien kokeiden todenperäisyys on suoraan verran-
nollista saatujen koetulosten tarkkuuteen. Täten malliekosysteemitestit, jotka tar-
kemmin kuvaavat tutkittavaa luonnon ekosysteemiä, ovat omiaan lisäämään esi-
merkiksi kemikaalien aiheuttamien muutosten ennustettavuutta. Mahdollisimman
todenmukaiset malliekosysteemit ovat kuitenkin monimutkaisia järjestelmiä ja ta-
loudellisesti sekä käytännön syistä johtuen kokeissa käytettäviä rinnakkaisryhmiä
on vain muutama. Tämä lisää saatujen tulosten tulkinnanvaraisuutta.
Malliekosysteemeillä tehtäviä kokeita, teoreettisista mahdollisuuksista huoli-
matta, rajoittavat monet taloudelliset ja käytännölliset tekijät. Ympäristömyrkkyjä
ei esimerkiksi ole mahdollista testata suurissa suljetuissa vesiekosysteemien osissa
useissa eri pitoisuuksissa annos-vasteisuuksien selvittämiseksi. Yksittäisillä lajeilla
tehtyjen laboratoriokokeiden mukaan monilla ympäristölle haitallisilla yhdisteillä
on suoranaisia vaikutuksia useimpiin ekosysteemin eliöihin, mutta vaikutusasteet
ovat erilaisia. Vaikutukset heijastuvat mm. yksilöiden väliseen kilpailuun, joka puo-
lestaan aiheuttaa sekundaarisia muutoksia populaatioissa. Suurissa malliekosys-
teemeissä havaitaan usein yhteisvaikutukset, kun taas suorat syy-seuraussuhteet
jäävät epäselviksi. Syiden ja seurausten erottamiseksi toisistaan tarvitaan sen vuoksi
usein täydentäviä kokeita.
Taulukko 1. Yhteenveto alueista, joilla tarkasti luonnon ekosysteemiä muistuttavien malliekosysteemien käyttö on etu (+) tai
haitta (-).
+ –
Kemiallinen muuttuminen Toistettavuus
Ekosysteemin “avaintoimintojen” ja
“heikkojen kohtien” selvittäminen Annos-vasteisuus
Pitkäaikaiset vaikutukset alhaisissa pitoisuuksissa Syy-seuraussuhteiden eriyttäminen
Yhteisvaikutukset populaatiotasolla
Ennustavien mallien paikkansapitävyys
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Malliekosysteemeillä, jotka on rakennettu mahdollisimman luonnonmukaisesti,
tehtävien tutkimusten etu on siinä, että ne kuvaavat tutkimuksen kohteena olevan
luonnon ekosysteemin toimintoja todenperäisesti. Tutkimustuloksia voidaan so-
veltaa perusteluina käytännön ympäristönsuojelutyössä. Lienee kuitenkin selvää,
että periaatteiden, yksinkertaistuksien ja yleensä käsitteiden tulee seurata todelli-
sia luonnon olosuhteita ryhdyttäessä suunnittelemaan ja pystyttämään malliekosys-
teemejä.
Malliekosysteemimenetelmät ja niiden sovellutukset ovat osoittautuneet eri-
tyisen merkittäviksi hankittaessa tietoja ekosysteemiin joutuneiden vieraiden yh-
disteiden tai jätevesien ainesosien muutoksista, herkimmin vaikutuksille alttiista
osista ja eri ekosysteemin osien vuorovaikutuksista rasitus- ja altistustilanteissa.
Esimerkiksi kemikaalien hajoamista ja esiintymistä eri trofiatasoilla voidaan seura-
ta ja samalla tunnistaa ekosysteemin mahdollisia “avainmekanismeja” ja “heikkoja
lenkkejä”. Populaatiotasolla tapahtuvien vaikutusten lisäksi voidaan analysoida
vaikutuksia yhteisö- ja ekosysteemitasolla. Näihin kuuluvat toissijaiset, kilpailusta,
predaatiosta ja muista vuorovaikutuksista aiheutuvat vaikutukset samoin kuin
muutokset energiavirroissa ja ravinnesuolojen dynamiikassa. Suuret (mesokosmos)
malliekosysteemit omaavat lisäksi edellytyksiä, joita voidaan käyttää varmentamaan
tietokonemallien ennusteita.
Suomessa malliekosysteemejä on käytetty kemikaalien ja teollisuuden jäteve-
sien ympäristövaikutusten selvityksissä.
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4.5 Solutestit
Boris Isomaa, Åbo Akademi
4.5.1 In vitro-testit ja niiden käyttö toksisuuden testauksessa
Kemikaalien terveys- ja ympäristövaarallisuuden luokittelu perustuu suurelta osin
akuutteihin toksisuustesteihin. Terveydelle vaarallisia aineita luokitellaan nisäkäs-
kokeiden (rotta, hiiri, kani) perusteella määritetyillä LD50-arvoilla, kun taas kemi-
kaalien ympäristövaarallisuus määräytyy kaloilla, vesikirpuilla ja levillä saatujen
LC50- ja/tai EC50-arvojen perusteella.
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Selkärankaisilla tehtävät perinteiset toksisuustestit ovat kuitenkin viimeisen
kymmenen vuoden aikana saaneet yhä suurempaa kritiikkiä. Tämä kritiikki ei pe-
rustu ainoastaan eettisiin ja taloudellisiin syihin, vaan on olemassa myös selvä tie-
teellinen peruste kehittää informatiivisempia mallisysteemejä kuin perinteiset tok-
sisuustestit eläimillä. Tarve korvata eläinkokeet (selkärankaiset) ja kehittää vaihto-
ehtoisia testejä ilmenee myös EUn direktiivissä (86/609/EEC). Siinä todetaan, ettei
eläimiä tulisi käyttää kokeissa, mikäli käytettävissä on muita tieteellisesti tyydyttä-
viä menetelmiä, jotka eivät koske eläimiä. Direktiivissä todetaan edelleen, että jä-
senvaltioiden tulee edistää tutkimusta, jolla pyritään kehittämään ja validoimaan
vaihtoehtoisia menetelmiä, joilla on suurempi tai yhtä suuri informatiivinen arvo
kuin eläinkokeilla.
Monissa tutkimuksissa on osoitettu hyvä korrelaatio in vitro solutestitulosten
ja LD50-arvojen välillä. Eräs hiljattain päättynyt merkittävä tutkimus, joka aloitet-
tiin MEICn (Multicentre Evaluation of In Vitro Cytotoxicity) toimesta, osoittaa että
in vitro-testillä voidaan ennustaa toksinen veren sakeneminen yhtä hyvin tai pa-
remmin kuin rotalla ja hiirellä tehdyt LD50-kokeet osoittavat tappavista annoksista
ihmiselle.
Perinteisissä in vitro-testeissä on kuitenkin vielä puutteita, jotka rajoittavat nii-
den kykyä osoittaa akuutteja tai kroonisia annoksia tai pitoisuuksia. Normaalista
solutestistä voi puuttua tärkeitä toiminnallisia osia (adsorbtio, hajoaminen ja eri-
tys), jotka vaikuttavat huomattavasti aineen toksisuuteen tai ne voivat olla puut-
teellisia (esim. muuntuminen). Sen lisäksi tulee huomioida, että monilla toksisilla
aineilla on elinspesifisiä vaikutuksia, mikä merkitsee, että tärkeitä toksisia vaiku-
tuksia voidaan menettää, mikäli turvaudutaan vain yhteen solutyyppiin. Tämä te-
kee yhden ainoan solutestin soveltamisen eliötasolla epävarmaksi.
Jotta in vitro-testit luotettavalla tavalla voisivat kertoa toksisuudesta in vivo,
edellytetään, että useita erityyppisiä testejä yhdistetään testipatteriksi, jolla pysty-
tään ilmentämään eri tyyppinen toksisuus (maksatoksisuus, munuaistoksisuus,
hermotoksisuus jne.) sekä kuvaamaan absorbtiota (soluviljelmät, jotka sisältävät
epiteelisolulinjoja). Tällaisten integroitujen testisysteemien yhdistettynä QSAR-
(quantitqative structure activity relationships) ja PBBK- (physiological based bioki-
netic) mallinnuksiin voidaan ajatella olevan tehokkaampia ja informatiivisempia
kuin perinteiset akuutit testit yksittäisillä eläimillä. Kysymys siitä, voivatko in vitro -
testit ja missä määrin korvata tai olennaisesti johtaa perinteisten eläinkokeiden vä-
hentämiseen on kuitenkin vielä epävarmaa.
Vaikka solutestejä jo nykyisin käytetään sekä lääkeaine- että kemianteollisuu-
dessa alustavaan toksisuuden arviointiin, eivät hallintoviranomaiset ole toistaisek-
si vielä valmistelleet ohjeita niiden käyttämiseksi. Ainoat in vitro-testit, jotka perus-
tuvat nisäkässoluihin, joilla toistaiseksi on hallinnollinen asema ovat genotoksi-
suustestit (OECD 473, 476, 479 ja 482). In vitro- testien validointia akuutiksi toksi-
suustestiksi sellaisessa muodossa, jonka hallintoviranomaiset voisivat hyväksyä, ei
ole vielä tapahtunut. Voidaan kuitenkin muistuttaa, että perinteisten toksisuustes-
tien kyky osoittaa toksisuutta ihmisellä ei koskaan tule validoiduksi, vaikka nämä
kuuluisivat standarditesteihin. Jotta in vitro-testien validointia voitaisiin kiirehtiä
on ehdotettu, että ei-validoidut in vitro- testit pitäisi sisällyttää in vivo -testien rin-
nalle testiohjelmiin.
Vaikuttaa kuitenkin todennäköiseltä, että kemikaalien terveysvaarallisuuden
luokittelu tulee lähitulevaisuudessa suurelta osin perustumaan in vitro -testeihin.
ECVAM (European Centre for the Validation of Alternative Methods) on ehdotta-
nut testiohjelmaa, joka pääosin perustuisi solutesteihin ja joka vain vähäisessä
määrin sisältäisi perinteisiä toksisuustestejä eläimillä. Erästä testistrategiaa, joka huo-
mattavassa määrin sisältää in vitro -testejä, on myös ehdottanut FRAME ( Found for
the Replacement of Animals in Medical Experiments) liittyen elintarvikkeiden lisä-
aineiden toksisuuden testaukseen.
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Ne in vitro -testit, joita käytetään eri laboratorioissa vaihtelevat sekä käytettä-
vien solutyyppien että parametrien mukaan, eikä minkäänlaista yhteisymmärrys-
tä ole vielä saavutettu solutyypeistä tai testiohjelmista. Se huomattava aineisto, joka
saatiin kokoon MEIC-projektissa, antaa kuitenkin hyvän pohjan valittaessa tehok-
kaimpia ja ennustavimpia in vitro- testejä nisäkäsekotoksikologiassa.
Vesitoksikologiassa on tehty tapauskohtaisia yrityksiä kehittää soluihin liitty-
vää mallisysteemiä toksisuuden testaamiseen. Suuri määrä testejä on tehty kalojen
solulinjojen avulla, eristettyjen kalasolujen primääriviljelyksillä ja eristetyillä solu-
suspensioilla, mutta kovinkaan paljon ei ole pyritty arvioimaan näiden solutestien
kykyä osoittaa toksisuutta in vivo. Tämä voi osittain johtua siitä, että akvaattisessa
toksikologiassa on perinteisesti turvauduttu pieniin selkärangattomiin, jotka täyt-
tävät tarpeen yksinkertaisista ja nopeista testeistä. Toksisuustestit pienillä selkäran-
gattomilla ovat tasaveroisia in vitro -testien kanssa ja niillä on etuna se, että useita
eri kudosvaihtoehtoja on edustettuna testimateriaalissa. Mikäli ongelmana on ex-
trapoloida tuloksia lajista toiseen, on näitä pidetty hyvinä välineinä riskinarvioin-
nissa ja tarve kehittää solutestejä on ilmeisesti ollut vähäisempi kuin ihmistoksiko-
logiassa.
On kuitenkin odotettavissa, että mielenkiinto ja tarve solutesteihin tulee li-
sääntymään huomattavasti myös vesitoksikologiassa. Taloudellisista ja eettisistä
syistä pidetään toivottavana, että siirryttäisiin pois kalatesteistä ja mikäli mahdol-
lista korvattaisiin nämä solutesteillä. Sitä paitsi sofistikoitu testipatteri, joka muo-
dostuu in vitro-testeistä voi olla huomattavasti informatiivisempi ja siten lisätä mah-
dollisuuksiamme osoittaa kemikaalien mahdolliset haitalliset vaikutukset.
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4.6 Sedimentin haitallisuuden testaus
Jussi Kukkonen, Joensuun yliopisto
4.6.1 Yleistä
Järvi- ja jokisedimentit voivat sisältää huomattavia määriä erilaisista päästöistä pe-
räisin olevia vierasaineita. Seuraavassa kuvataan eräitä menetelmiä sedimenttien
haitallisuuden testaamiseksi.
Menetelmät perustuvat pitkälti ASTMn (American Society for Testing and
Materials) julkaisemaan ohjeistoon (ASTM 1997) sekä julkaistuihin tutkimustulok-
siin.
4.6.2 Näytteenotto, säilytys, karakterisointi ja käsittely
Näytteenotto
Näytteenotto tulee tehdä mahdollisuuksien mukaan sedimenttien akkumulaatio-
alueelta (syvännepisteet yms.), johon kerääntyy myös hienojakoinen sedimenttiai-
nes. Näytteen otossa tulee huomioida alueen päästölähteet, virtausolot, sedimen-
tin heterogeenisyys sekä kokeissa käytettyjen menetelmien vaatima toistojen mää-
rä. Lisäksi on muistettava, että sedimentti on kolmiulotteinen ympäristö, joten vie-
rasaineiden jakaantuminen ko. ympäristössä voi myös olla kolmiulotteinen eli suu-
rimmat pitoisuudet voivat olla jopa muutaman kymmenen senttimetrin syvyydes-
sä. Jos kyseisiä ennakkotietoja ei ole, on aiheellista ensin selvittää nämä seikat en-
nen täyttä näytteenottokierrosta.
Näytteenotto ja kuljetus laboratorioon pyritään aina suorittamaan siten, että
näytteen rakenteeseen vaikutetaan mahdollisimman vähän. Näytteenotto voidaan
tehdä usealla erilaisella näytteenottimella, joilla jokaisella on omat etunsa ja rajoi-
tuksensa. Yleisimmin käytössä on Kajak-tyyppinen putkinoudin tai Ekman-tyyp-
piset “kauha”-noutimet. Putkinoutimen eduiksi voidaan katsoa se, että niillä saa-
daan näytteeksi (rajoitusten puitteissa) häiriintymätön sedimenttipatsas, josta voi-
daan analysoida aineiden vertikaalijakaumaa ja suhdetta partikkelien ja huokos-
veden välillä. Haittana on pieni, usein toksisuuskokeiden vaatimuksiin riittämätön
näytekoko ja se että otin soveltuu vain suhteellisen pehmeille pohjille. Kauhanou-
timien etuina on suuri näytekoko ja soveltuvuus hyvin erilaisille pohjille. Haittoi-
na on sedimentin kerrosrakenteen tuhoutuminen ja mahdollisesti kaikkein pie-
nimpien partikkelien hävikki näytteenoton yhteydessä. Samoin sedimentin huo-
kosveden sekoittuminen yläpuoliseen veteen on mahdollista. Yleensä toksisuus-
kokeita varten yhdistetään samalta alueelta 3-5 nostoa. Tässä käytännössä on omat
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etunsa ja heikkoutensa. Etuna voidaan pitää sitä, että näin tasataan sedimentissä
esiintyvää suurta vaihtelua ja saadaan todennäköisesti edustavampi kuva aluees-
ta. Toisaalta haittana tulee se, että menetetään informaatiota alueellisesta vaihte-
lusta näytealueen sisällä.
Siirryttäessä näytepisteeltä toiselle ensiarvoisen tärkeää on käytetyn välineis-
tön hyvä puhdistaminen. Jos mahdollista niin kullekin näytepisteelle on hyvä va-
rata omat pientarvikkeet (spaattelit, lusikat yms.). Näytteenotin tulee puhdistaa
näytteenottojen välillä hyvin esim. seuraavan ohjeen mukaan: 1) huuhtelu näyt-
teenottopaikan vedellä näytteenoton jälkeen, 2) pesu puhdistusaineella, 3) huuh-
telu tislatulla/ionivaihdetulla vedellä, 4) huuhtelu orgaanisella liuottimella (esim.
metanoli, etanoli, asetoni), jos tutkitaan orgaanisia ympäristömyrkkyjä ja varsinkin
jos tehdään pitoisuusanalytiikkaa, 5) huuhtelu seuraavan näytepaikan vedellä.
Orgaaninen liuotin on kerättävä talteen ja toimittava kuten ko. liottimesta muo-
dostuneille jätteille annetaan ohjeeksi.
Näytteet tulee pakata kuljetusta ja varastointia varten mahdollisimman nope-
asti soveltuviin astioihin. Kuljetus- ja säilytysastioiden valintaan vaikuttavat useat
seikat ja yhtä ehdotonta ohjetta ei voida antaa. Jos tutkittavana kohteena on sedi-
mentin sisältämät orgaaniset vierasaineet, niin ruskeat borosilikaattilasia olevat as-
tiat ovat suositeltavia. Raskasmetalleja sisältävät sedimenttinäytteet voidaan paka-
ta muovisiin astioihin. PTFE:sta (polytetrafluoroeteleeni) tai polyetyleenistä val-
mistettuja astioita suositellaan, jos ei olla varmoja näytteen sisältämistä jäämistä.
Näyteastioiden puhdistamisessa ennen näytteenottoa täytyy noudattaa erityistä
huolellisuutta. Näytteet kuljetetaan laboratorioon mahdollisimman nopeasti kyl-
mässä (esim. jäissä).
Säilytys
Näytteet säilytetään yleensä samoissa astioissa, joihin näytteet on otettu maastos-
sa. Näytteen säilytys vaikuttaa aina sen ominaisuuksiin. Suositeltavaa on, että bio-
logista testausta varten näytteet säilytetään pimeässä ja kylmässä (2 - 4oC) ja koe
pyritään aloittamaan mahdollisimman nopeasti näytteiden saapumisen jälkeen,
mutta viimeistään kahden viikon kuluttua. Kemiallisia analyysejä varten sediment-
tinäytteen voi pakastaa, vaikka osa tutkijoista suosii säilyttämistä kylmässä ja ha-
pettomissa olosuhteissa. Kummassakin tapauksessa näytteen analysoinnin tulisi ta-
pahtua mahdollisimman nopeasti.
Karakterisointi
Myrkyllisyyskokeita varten otettujen sedimenttinäytteiden fysikaalis-kemialliset
ominaisuudet tulee analysoida. Minimissään tämän karakterisoinnin tulee sisältää
kuivapaino, hehkutusjäännös, orgaanisen hiilen pitoisuus ja partikkelikokojakauma.
Sedimentti on hyvin heterogeeninen matriisi, joten kaikki analyysit on tehtävä
kullekin toksisuuskokeessa käytetylle rinnakkaisnäytteelle erikseen eikä esim. yh-
distämällä näytteitä. Lisäksi, riippuen tutkimuksen kysymyksenasettelusta ja tu-
losten laadun varmistamiseksi, on suotavaa analysoida huokosveden pH, liukoi-
nen orgaaninen materiaali ja ammoniumpitoisuus.
Käsittely
Sedimenttinäytteitä joudutaan käsittelemään, jotta saadaan riittävän homogeeni-
sia näytteitä laboratoriokokeita varten. On kuitenkin muistettava, että jokainen
käsittely voi muuttaa sedimentin ominaisuuksia ja siinä olevien vierasaineiden ta-
sapainotilaa huokosveden ja partikkelien välillä ja siten myös vierasaineiden bio-
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logista saatavuutta. Siksi käsittelyn tulee olla mahdollisimman vähäistä ja suoritet-
tujen käsittelyjen tulee olla perusteltuja kokeen suorittamisen kannalta ja kuvattu
riittävän yksityiskohtaisesti raportissa.
Sedimenttinäytteen käsittely voi olla esim. seuraava: 1) sekoitus, 2) seulonta,
3) spiikkaus eli tunnetun vierasaineen lisääminen, 4) laimennus puhtaalla sedimen-
tillä annos-vaste-tarkasteluissa, 5) huokosveden eristäminen ja 6) elutriaattien val-
mistus.
Seuraavista ASTM-sarjan julkaisuista löytyy yksityiskohtaisempia ohjeita se-
dimentin haitallisuuden testaamiseen:
• Kokeen suunnittelu (ASTM E1525)
• Vierasaineiden bioakkumulaatiotesti harvasukamadolla (ASTM E1688)
• Sedimenttien myrkyllisyyden testaus pohjaeläimillä (ASTM E1706)
4.6.3 Muut testit
ASTM 1997: Annual Book of ASTM Standards, Section 11: Water and Environmental Technolo-
gy, vol 11.05: Biological Effects and Environmental Fate, Biotechnology, Pesticides.
Environment Canada, Environmental Protection Series, Report EPS 1/RM/29, 1994. Guidance
document on collection and preparation of sediments for physicochemical characteri-
zation and biological testing.
Environment Canada, Environmental Protection Series, Report EPS 1/RM/30,1995. Guidance
document on measurement of toxicity test precision using control sediments spiked
with a reference toxicant.
Environment Canada, Environmental protection series, EPS 1/RM/32,1997. Biological test met-
hod: Test for survival and growth in sediment using the larvae of freshwater midges
(Chironomus tentans or Chironomus riparius).
Environment Canada, Environmental Protection Series, EPS 1/RM/33,1997. Biological test met-
hod: Test for survival and growth in sediment using the freshwater amphipod Hyalella
azteca.
Environment Canada, Environmental protection Series, EPS 1/RM/35, 1998. Biological test met-
hod: Reference method for determining acute lethality of sediment to marine or estu-
erine amphipods.
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Kertyvyys
5.1 Yleistä
Pahimmat ympäristömyrkyt ovat yleensä kestäviä. Niillä on taipumus kertyä ja ri-
kastua ravintoketjussa. Altistumista kemikaaleille voidaan arvioida analysoimalla
vesieliöihin kertyneitä haitta-ainepitoisuuksia joko luonnosta kerätyistä näytteistä
tai laboratoriokokeiden yhteydessä sekä mallilaskujen perusteella. Kertyvyyttä voi-
daan tutkia myös kokeellisesti tietyillä testeillä. Lajien väliset erot ainemäärien saan-
nissa ja erittämisessä vaihtelevat, mikä vaikeuttaa johtopäätösten tekoa kemikaali-
en mahdollisesta rikastumisesta ympäristöön. Kertyminen ravintoketjun huipulla
oleviin eläimiin paljastaa yleensä kaikkein merkittävimmät ympäristömyrkyt.
Valtakunnallisen ympäristömyrkkyseurantaohjelman (SYKE) tarkoituksena on
tutkia ympäristömyrkkyjen pitoisuustasoja ja muutoksia eliöissä, vedessä ja sedi-
menteissä. Seurannalla pyritään selvittämään ympäristömyrkkyjen kohtaloa, kier-
toa ja merkitystä vesiekosysteemissä. Ohjelmaan kuuluu keskeisten vesistöaluei-
den luonnonvaraisten kalalajien (hauki, muikku, siika ja ahven) sekä järvisimpu-
koiden tutkiminen. Näytteistä tutkitaan mm. kloorihiilivetyjen, kloorifenolien ja
raskasmetallien kertymiä. Näytteitä kerätään tietyistä indikaattorilajeista yleensä
kolmen vuoden välein. Laboratoriossa näytteet preparoidaan, homogenisoidaan
ja analysoidaan. Tutkimukset liittyvät vesistöjen tilan ja käyttökelpoisuuden selvit-
tämiseen. Aineiston perusteella voidaan arvioida myös kalaston kautta saatavan
kemikaalialtistuksen suuruutta ja sen aiheuttamia muutoksista. Haitallisten ainei-
den päästöjen ja esiintymisen kartoitukset sekä seurannan kehittäminen liittyvät
olennaisena osana EUn vesipuitedirektiivin toteuttamiseen.
5.2 Kertyvyystestit
Tarja Nakari, Suomen ympäristökeskus
Kemiallisten aineiden kertymisellä ympäristöstä eliöstöön on merkittävä välittävä
rooli altistumisen ja vaikutusten välillä. Kertymisen tuloksena haitallisten aineiden
pitoisuudet eliöstössä kasvavat vähitellen ja saattavat johtaa subkroonisiin ja kroo-
nisiin vaikutuksiin. Yleisesti hyväksytty käsitys on, että kroonisen haitan mahdol-
lisuus riittää määrittelemään kertymisen negatiiviseksi ominaisuudeksi, vaikka
haitasta ei olisikaan konkreettista näyttöä. Kertymisen ja toksisuuden välillä ei kui-
tenkaan yleensä ole suoraa yhteyttä.
Aineet voivat kertyä eliöihin joko suoraan fysikaalis-kemiallisen luonteensa
perusteella ja/tai epäsuorasti ravintoketjun välityksellä. Kertyvät aineet ovat tyy-
pillisesti hitaasti hajoavia, rasvaliukoisia ja hyvin imeytyviä yhdisteitä. Näiden
ominaisuuksien vuoksi päästöjen ei välttämättä tarvitse olla kovinkaan suuria, kun
kertymisen haitat alkavat näkyä.
Ympäristössä monet tekijät kuten esim. lämpötila, veden pH ja suolapitoisuus
sekä orgaanisen hiilen määrä vaikuttavat kertymiseen, eikä tekijöitä voida yksise-
litteisesti kvantifioida. Kertyminen on prosessi, joka johtaa tasapainotilaan eliöön
tulevan ja siitä erittyvän ainemäärän välillä. Tähän prosessiin vaikuttavat oleelli-
○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○5
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sesti eliön aineenvaihduntaan liittyvät fysiologiset toiminnat. Kertymispotentiaali
kuvaa aineen kykyä kertyä eliöön tai tiettyihin elimiin ja kudoksiin riippuen ai-
neen fysikaalis-kemiallisista ominaisuuksista, varsinkin sen rasva- ja vesiliukoisuu-
desta.
Luotettavimpia menetelmiä kertymistaipumuksen mittaamiseen on kalates-
tien käyttö. Niissä mitataan vedestä kalan kudoksiin kertyvän aineen biokonsent-
raatiotekijä (BCF = bioconcentration factor), joka kuvaa pitoisuussuhdetta kalan
kudosten ja veden välillä. OECD:lla on vakioidut ohjeet testien suorittamisesta.
Eräänlaisena kertymistestinä voidaan myös pitää EPAn translokaatiotestiä, jossa
seurataan, mihin kalan osaan tutkittava aine kertyy, pääosin yleensä niiden rasva-
kudokseen. Kertymistä voidaan mitata myös muilla vesieliöillä, joista käytetyimpiä
ovat mm. simpukat.
Standardit
OECD GL 305, 1996, Bioconcentration: Flow-trough Fish test
EPA, Federal Environmental Agency, Draft, July, 1992, Bioaccumulation.
5.3 Oktanoli/vesi jakaantumiskerroin
Tarja Nakari, Suomen ympäristökeskus
Koska non-polaaristen kemikaalien akkumuloituminen eliöihin on yleensä sitä
suurempi mitä rasvaliukoisempi aine on ja mitä pienempi on sen vesiliukoisuus,
on kehitetty malleja ja korrelaatioyhtälöitä, jotka annettujen tiettyjen olosuhteiden
ja rajoitusten sisällä sallivat käyttökelpoisen kvantitatiivisen ennusteen tekemisen
oletetusta kertymispotentiaalista. Kemiallisen aineen mahdollinen kertymispoten-
tiaali voidaan arvioida käyttäen hyväksi aineen n-oktanoli/vesi jakautumiskerrointa
(Kow , log Kow = log Pow) tai aineen vesiliukoisuutta. Tämä johtuu siitä, että aine
kertyy eliöihin suhteessa sen lipofiilisiin ominaisuuksiin, eli mitä suurempi aineen
log Pow sitä paremmin se kertyy. Tämä suoraviivainen arvio ei kuitenkaan pidä paik-
kaansa kaikille aineille. Pääpiirteittäin voidaan sanoa, että aineella, jonka log Pow
on pienempi kuin 2,7 ei ole kertymispotentiaalia. Toisaalta ainetta, jonka log Pow on
2,7 ja 6,0 välillä pidetään kertyvänä ja kertymän vaikutusta ympäristölle merkittä-
vänä. Aineen, jonka log Pow on suurempi kuin 6,0 korrelaatio log Pow ja kertymisen
välillä ei ole enää lineaarinen. Tällainen lipofiilinen aine kertyy normaalisti oletet-
tua vähemmän.
Oktanoli/vesi-jakautumiskertoimen arvo vaihtelee huomattavasti aineen
pH:sta riippuen. Hapon dissosioituminen vaikuttaa kertoimen määrittämiseen, jo-
ten saatujen arvojen luotettavuus kärsii. Käytännössä on yleensä suhtauduttava
kriittisesti kertymispotentiaalin laskennalliseen arviointiin, sillä laskennallinen tu-
los ei aina pidä paikkaansa, joten jonkinlaiset esikokeet on hyvä aina tehdä ennen
varsinaisia kertyvyystestejä.
Standardi
OECD GL 107, 1995. Partition Coefficient (n-octanol/water): Shake Flask Method
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5.4 Simpukkasumputusmenetelmä
Sirpa Herve, Keski-Suomen ympäristökeskus
5.4.1 Yleistä
Pieninä ja nopeasti vaihtelevina pitoisuuksina esiintyvien orgaanisten yhdisteiden
määrittäminen suoraan kemiallisilla vesianalyyseillä on lähes mahdotonta. Parhaim-
massakin tapauksessa luotettavan kuvan saaminen onnistuu vain todella pahasti
likaantuneilla alueilla lähellä teollisuuden päästöjä ja silloinkin vain erittäin suuria
rinnakkaiskokeiden määriä käyttäen. Taloudellisista syistäkään tällainen menette-
ly seurantojen yhteydessä ei edes ole mahdollista.
Orgaanisten klooriyhdisteiden seurantaan onkin kehitetty oma bioakkumu-
loitumiseen perustuva tutkimus- ja seurantamenetelmä, simpukkaviljelymenetel-
mä (Herve 1991). Sen periaate on lyhyesti seuraava: Puhtaasta vesistöstä hankittu-
ja simpukoita viljellään tutkittavassa vesistössä viljelykoreissa tarkasti määritellyis-
sä oloissa päällysvedessä sedimenttivaikutuksen ulkopuolella niin, että simpukat
ottavat kaiken ravintonsa vain ohivirtaavasta vedestä.
Simpukka on osoittautunut erittäin kestäväksi koe-eläimeksi. Pahiten likaan-
tuneilla vesistöalueillakin simpukoista on neljän viikon viljelyaikana kuollut vain
yksittäisiä yksilöitä.
5.4.2 Simpukoiden hankkiminen kokeisiin
Puhtaista vesistöistä hankitaan sukeltamalla tavallisia järvisimpukoita (Anodonta
piscinalis), jotka kuljetetaan laboratorioon hankintapaikan vedessä. Ennen akvaari-
oihin siirtämistä simpukat pestään ensin kuljetusvedessään ja sen jälkeen varovai-
sesti tislatulla ja ionivaihdetulla vedellä (< 15oC), kunnes simpukoiden pinnalta
helposti irtoava muta- tai muu tarttunut kiintoaines on irronnut. Tämän jälkeen
simpukat siirretään riittävän suuriin akvaarioihin, joissa tislattuun, ionivaihdettuun
veteen on lisätty Z8 levänkasvatuksen väkevää ravintoliuosta (2 L/120 L) ja pieni
määrä (10 ml) puhtaan järven pintavettä leväkasvun aloittamiseksi (Källqvist 1973).
Yksityiskohtaisemmin akvaariovaihe on kuvattu seuraavassa luvussa.
5.4.3 Akvaarioiden puhdistus ja simpukoiden hoito laboratoriossa
Simpukoiden puhtauden varmistamiseksi niitä viljellään laboratoriossa temperoi-
tavassa huoneessa 2-3 viikon ajan +15 oC:n lämpötilassa akvaarioissa. Tänä aikana
myös mahdolliset heikot simpukkayksilöt voidaan karsia kentälle siirrettävien sim-
pukoiden joukosta.
Akvaarioiden ja välineiden pesu
Ennen simpukoiden siirtoa laboratorioon akvaariot tulee pestä huolellisesti. Ne tyh-
jennetään ja pestään aluksi ionivaihdetulla vedellä ja erityisesti tätä puhdistusta var-
ten varatulla sienellä hangaten. Sitten akvaariot huuhdellaan useaan kertaan ioni-
vaihdetulla vedellä, sienellä aina huuhtelujen välillä kuivaten. Lopuksi akvaariot
huuhdellaan suihkupullon avulla etanolilla, jonka jälkeen niiden annetaan kuivua.
Akvaarioiden suodattimet puretaan ja osat pestään lämpimällä vesijohtove-
dellä harjaa apuna käyttäen. Lopuksi osat huuhdellaan huolellisesti ionivaihdetul-
la vedellä, jonka jälkeen suodattimet kootaan.
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Akvaarioiden peitelasit pestään synteettisellä pesuaineella ja lämpimällä vesi-
johtovedellä harjaa apuna käyttäen. Lopuksi lasit huuhdellaan huolellisesti ioni-
vaihdetulla vedellä, jonka jälkeen ne valutetaan kuiviksi.
Akvaarioiden hiekka pestään useissa pienissä erissä aluksi lämpimällä vesi-
johtovedellä, seuraavaksi kuumalla vesijohtovedellä ja lopuksi vähintään kolme
kertaa ionivaihdetulla vedellä. Akvaarioiden ilmastuskivet asetetaan letkuineen il-
mastukseen kiinni ja kiviä kuplitetaan aluksi kuumassa vesijohtovedessä, seuraa-
vaksi etanolissa ja lopuksi useassa eri ionivaihdetun veden erässä.
Akvaarioiden käyttöönotto
Pesty hiekka kaadetaan puhdistettujen akvaarioiden pohjalle ja akvaariot täyte-
tään ionivaihdetulla vedellä. Ilmastimet ja suodattimet asetetaan akvaarioihin ja
ne kytketään päälle. Akvaarioiden peitelasit laitetaan paikoilleen ja valaistus kyt-
ketään päälle.
Akvaarioiden kokonaisfosforipitoisuus mitataan. Akvaarioihin lisätään AGP-
testin ravinneliuosta. Isompaan 240 litran akvaarioon ravinneliuosta lisätään 4 lit-
raa ja pienempään 120 litran akvaarioon 2 litraa. Tämän jälkeen akvaarioiden ve-
destä tutkitaan kokonaisfosfori ja happipitoisuus. Jos veden kokonaisfosforipitoi-
suus on < 50 µg/L ja happipitoisuus > 80%, akvaarioihin lisätään puhdasta luon-
nonvettä ns. leväympiksi siten, että 240 litran akvaarioon lisätään 40 ml ja 120 litran
akvaarioon 20 ml ko. vettä.
Ravinteiden ja leväympin lisäyksen jälkeen akvaarioiden annetaan tasaantua
muutaman päivän ajan, jonka jälkeen niistä tutkitaan pH, sähkönjohtavuus, O2,
NH4-N, kok-P, kok-N ja a-klorofylli. Jos ne ovat normaalien puhtaiden vesistöarvo-
jen tasolla, akvaariot voidaan ottaa käyttöön ja simpukat laittaa niihin.
Simpukoiden hoito laboratoriossa
Simpukoita inkuboidaan akvaarioissa kunkin kokeen aikataulun mukaisesti. Ak-
vaarioiden vedestä tutkitaan pH, sähkönjohtavuus, O2, NH4-N ja kok-P. Viljelyn
aikana veden pH-arvo ei saa laskea alle 6,5:n eikä veden happipitoisuus alle 80%:n.
Jos veden pH on < 6,5, vaihdetaan osa akvaarion vedestä ionivaihdettuun veteen,
ja jos happipitoisuus laskee alle 80%:n, lisätään ilmastusta. Mikäli happipitoisuus
nousee yli 100%:n, kytketään ilmastus pois päältä siksi aikaa, kunnes happipitoi-
suus on laskenut alle 100%:n.
Laboratorion yleisvalaistus ja akvaarioiden valot laitetaan aamulla päälle ja
työpäivän päätyttyä ne sammutetaan. Tarvittaessa voidaan käyttää akvaarioiden
valaistuksen säätelyssä ajastinta. Joka aamu, kun valaistus kytketään päälle, havain-
noidaan akvaarioissa olevien simpukoiden kunto. Kuolleet simpukat kerätään pois
ja huonokuntoiset simpukat siirretään erilliseen tarkkailuakvaarioon. Simpukoi-
den lukumäärästä pidetään kirjaa.
5.4.4 Simpukkaviljelyn kenttävaihe
Simpukat kuljetetaan tutkittaviin vesistöihin mahdollisimman nopeasti (saman
vuorokauden aikana) suurissa, hyvin typpihapolla (10%) puhdistetuissa ja sen jäl-
keen ionivaihdetulla vedellä hyvin huuhdelluissa muovisaaveissa, jotka on täytet-
ty akvaariovedellä. Veden lämpötilaa on pyritty tasaamaan pitkän kuljetuksen ai-
kana jääpussien avulla. Kontaminaation estämiseksi jääpussien täyttämiseen tulee
käyttää tislattua, ionivaihdettua vettä (vesijohtovettä ei saa missään tapauksessa
käyttää).
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Seurantapaikalla viljellään simpukoita muovikoreissa (kuva 1) tasan neljä viik-
koa. Kullakin paikalla viljeltävien simpukoiden lukumäärä on 16. Viljely toteute-
taan rantavaikutuksen ulkopuolella tuottavassa päällysvedessä yhden metrin sy-
vyydessä, jolloin saadaan edustava kuva viljelyn aikaisista orgaanisten klooriyh-
disteiden vesistöpäästöistä, eivätkä esimerkiksi pohjalle sedimentoituneet vanhat
päästöt vaikuta tuloksiin. Viljelykorit tulee ankkuroida tukevasti, etteivät tuulet ja
mahdolliset virtaukset pääse liikuttelemaan koreja viljelyjakson aikana.
Tasan neljän viikon kuluttua simpukat otetaan pois viljelystä. Niiden pinnoil-
le tarttunut liete huuhdotaan varovasti pois viljelypaikan vedellä ja simpukat kää-
ritään jo kentällä yksitellen alumiinifolioon. Saman näytepaikan simpukat sulje-
taan aina samaan muovisukkaan, minkä sisälle laitetaan paperille tiedot havainto-
paikasta, inkuboinnin alku- ja loppupäivämäärät ja simpukoiden lukumäärä inku-
boinnin jälkeen sekä lisäksi maininta viljelyn aikana mahdollisesti kuolleiden sim-
pukoiden määrästä. Tyhjiä kuoria ei pakata. Myös pussin päälle kirjoitetaan näyt-
teiden sotkeutumisen estämiseksi havaintopaikkatiedot, tieto inkubointiajanjak-
sosta sekä simpukoiden lukumäärä.
Kuva 1. Simpukkaviljelymenetelmän periaate.
5.4.5 Simpukoiden kuljetus viljelyn jälkeen laboratorioon ja niiden
säilyttäminen
Simpukat siirretään kentältä lämpöeristetyssä kuljetuslaatikossa kylmävaraajien
avulla viilennettyinä mahdollisimman nopeasti laboratorioon. Siellä ne pakaste-
taan välittömästi (- 20oC). Näytteiden käsittely tulee aloittaa mahdollisimman pian,
viimeistään kuuden kuukauden kuluessa.
5.4.6 Simpukoiden käsittely analysointia varten
Pakastetut simpukat sulatetaan imupaperin päällä. Kaikista simpukkayksilöistä
määritetään pituus, ikä, kokonaispaino (m=m1+m2), kuoren paino (m2), pehmyto-
san tuorepaino (m1), pehmytosan kuivapaino (m3) ja kuivapainoprosentti. Punni-
tukset tehdään 0,01 g:n tarkkuudella. Simpukoista mitataan kuoren pituus (suurin
ulottuvuus) ja kuoren vuosirenkaista laskemalla määritetään simpukoiden ikä. Sim-
pukat numeroidaan ja lajitellaan kolmeen ryhmään koon mukaan: pienet, keski-
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suuret ja suuret. Jokaiseen ryhmään otetaan mahdollisuuksien mukaan viisi sim-
pukkayksilöä (= yksi näyte). Jokaisesta havaintopaikasta tulee yhteensä kolme
näytettä.
Simpukan pehmytosat siirretään punnittuun, merkattuun lasipurkkiin ja sii-
tä punnitaan simpukan pehmytosien tuorepaino. Simpukan kuoren paino punni-
taan erikseen. Simpukan pehmytosat kuivataan kylmäkuivaimessa. Näytteet siir-
retään eksikaattoriin, missä näytteiden lämpötilan annetaan tasaantua muutaman
tunnin ajan. Tämän jälkeen punnitaan näytteen kuivapaino (m3). Simpukan peh-
mytosien kuivapainoprosentti on
 (x1 %) = (m3 x 100):(m1) (1)
Ennen analysoinnin aloittamista näytteet tulee homogenisoida. Suuret simpukat
jauhetaan hienoksi jauheeksi, mutta pieniä simpukoita ei tarvitse homogenisoida,
mikäli ne mahtuvat uuttohylsyihin. Näytettä punnitaan uuttohylsyihin noin kym-
menen grammaa. Uuttohylsyyn laitettu simpukkanäyte punnitaan 0,01 g:n tark-
kuudella (m5 ).
Näytteen rasvaprosentin määrittämiseksi näyte uutetaan liuotinseoksella. Pie-
neen tilavuuteen haihdutettu uuttoliuotin laitetaan punnittuun Kimax-putkeen (a
grammaa 0,1 mg:n tarkkuudella). Liuotin haihdutetaan kuiviin typpivirralla, kun-
nes paino ei muutu. Putki punnitaan (b grammaa) eli näytteen rasvamäärä on m4 =
(b-a) grammaa. Näytteen rasvaprosentti (y %) määritetään kuivaa näytettä kohti.
Simpukan pehmytosien rasvaprosentti on
(y %) = (m4 x 100):(m5) (2)
Yksittäiset orgaaniset yhdisteet määritetään rasvanäytteistä.
5.4.7 Näytteiden analysointi
Uutosta saatu rasva liuotetaan heksaaniin ja analysointia jatketaan kaasukromato-
grafisesti (GC) sen mukaan, mitä yhdisteitä kulloinkin on tarkoitus analysoida.
5.4.8 Tulosten ilmoittaminen
Tulokset voidaan ilmoittaa joko näytteen märkäpainoa (fw, fresh weight tai ww,
wet weight), kuivapainoa (dw, dry weight) tai rasvapainoa (lw, lipid weight) kohti.
Simpukkaseurannassa orgaanisten aineiden tulokset on ilmoitettu ng/g rasvassa
(lw).
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Kemikaalien biologinen hajoavuus
Jukka Ahtiainen, Suomen ympäristökeskus
6.1 Yleistä
Periaatteessa kaikki luonnossa syntyneet orgaaniset aineet ovat biologisesti hajoa-
via. Evoluution kuluessa on kehittynyt niiden hajottamiseen kykeneviä mikrobeja
(bakteereja, sieniä ja alkueläimiä), jotka yhdessä abioottisten tekijöiden kanssa ky-
kenevät mineralisoimaan nämä aineet uudelleen kiertoon. Ihmisen käyttöönsä
valmistamat aineet voivat olla ympäristön mikrobeille vieraita ja siten biologisesti
hajoamattomia. Kuitenkin mikrobeilla on usein kyky mukautua ajan kuluessa uu-
sienkin kemikaalien hajottamiseen. Tämän mukautumisen mahdollistaa mikrobi-
en monipuolinen evolutiivinen kapasiteetti: nopea lisääntyminen, perintöainek-
sen siirto (plasmidit) ja niukat elinvaatimukset.
Käytössä olevat biohajoavuustestit ja niissä käytettävät olosuhteet ovat yleen-
sä kompromisseja ympäristöä jäljittelevän ihannetilan sekä taloudellisuuden ja
käytännön välillä. Ihannetilanteessa testi pystyisi täydellisesti jäljittelemään kemi-
kaalin käyttäytymistä eri ympäristöissä. Biologisen hajoavuuden testausmenetel-
mien väitetään olevan kaukana todellisista ympäristöolosuhteista. Ne kertovat vain
kemikaalien potentiaalisesta biohajoavuudesta, jos ympäristöolosuhteet sen salli-
vat. Siten ekologiseen relevanssiin tai kineettisiin arvioihin kemikaalin pysyvyy-
destä ympäristössä ei näillä standarditesteillä edes pyritä, vaan tarkoituksena on
tuottaa vertailukelpoista tietoa eri kemikaalien hajoavuudesta. Kuitenkin nykyisin
kemikaalien riskinarvioinnissa etenkin altistumismalleissa tarvittaisiin arvioita ke-
mikaalin pysyvyydestä (esim. puoliintumisaikoja ja hajoamisnopeuksia) eri ympä-
ristöissä.
6.1.1 Biologinen hajoavuus ympäristössä
Kemikaalin biohajoavuuteen ympäristössä vaikuttavat useat tekijät. Näitä tekijöitä
ovat: kunkin kemikaalin ominaisuudet (esim. poolisuus, hydrofobisuus yms.), ha-
jottava mikrobipopulaatio ja muu elollinen, fysikaaliset ja kemialliset olosuhteet
sekä erityisesti näiden kaikkien vuorovaikutukset.
Kun kemikaali on hyvin myrkyllinen, hajoaminen on mahdotonta tai hidasta.
Jos kemikaalia on liian vähän tai vaihtelevia määriä esim. harvinaisina pulsseina
joessa tai puhdistamolla, mikrobien hajotuskyky ei säily mikrobiston “muistissa”.
Kemikaalien erilaiset adsorptio-ominaisuudet vaikuttavat aineiden biosaata-
vuuteen ja siten hajoavuuteen. Jätevedenpuhdistusprosesseissa kemikaalin biosaa-
tavuutta säätelevät etenkin biologiset tekijät (aktiiviliete) kun taas esim. maaympä-
ristössä fysikaalis-kemialliset tekijät. Jos jokin haitallinen, mutta potentiaalisesti
hajoava aine hulahtaa läpi maan mikrobirikkaasta pintakerroksesta, sen hajoamis-
ta syvemmissä kerroksissa saakin odotella kauan. Toisaalta maaperän rakenteella ja
luonteella (esim. savimineraalit ja orgaanisen aineksen pitoisuus) on suuri merki-
tys aineiden biologiseen saatavuuteen ja hajoamiseen. Kun kemikaali päätyy esim.
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savimaahan sen pitoisuus on aluksi korkea maan vesifaasissa ja se on hajottajamik-
robiston saatavilla. Melko nopeasti kemikaalimolekyylit diffundoituvat kuitenkin
savipartikkelien sisäisiin mikropooreihin, joihin mikrobit eivät mahdu eikä hajoa-
mista tapahdu. Ajan kuluessa tapahtuu diffuusiota vähitellen tasapainotilan mu-
kaisesti takaisin vesifaasiin, mutta kemikaalin lopullista hajoamista ei voi ennustaa
alun nopean hajoamisen avulla.
Yleensä aerobinen hajoaminen on energeettisesti anaerobista hajoamista edul-
lisempaa ja nopeampaa, joskin eräät aineet tekevät poikkeuksen. Vettä ja mineraa-
liravinteita tarvitaan sopivat määrät. Jätevedenpuhdistamoilla ja kompostoinnissa
hajoamiselle järjestetään optimiolot, kun taas kaatopaikalla pyritään nimenomaan
estämään hapensaanti ja kosteus mikrobitoiminnan estämiseksi ja näin välttämään
haitallisten vuotokaasujen ja valumavesien syntyminen.
Muut kemikaalit voivat inhiboida tai stimuloida toisen kemikaalin hajoamis-
ta. Kometabolia on merkittävä tekijä esim. eräiden kloorifenolien hajoamisessa. Toiset
hiilen lähteet kuin ko. hajoava aine voivat joskus edesauttaa hajoamista ja taas toi-
saalta estää hajoamista. Jos helpompaa ruokaa on saatavilla, miksi tarttua vaikeam-
paan ravintolähteeseen?
Biologisista tekijöistä myös muut kuin nimenomaista kemikaalia hajottavat
mikrobit ovat merkittäviä. Eräät bakteerit ja sienet omaavat selvän työnjaon kemi-
kaalien hajottamiseen. Voi syntyä myös selviä kilpailutilanteita, jolloin yksi laji voi
peitota muut jonkun tietyn kemikaalin läsnä ollessa. Alkueläimet on joskus kiusal-
lisestikin havaittu merkittäväksi biologiseksi tekijäksi haitallisten aineiden kom-
postointiin pyrkivissä kokeissa. Alkueläinten laidunnus voi hävittää hajottamiseen
pystyviä mikrobilajeja. Alkueläimet ja muu eliöstö voivat tuottaa myös hyödyllisiä
eritteitä ja näin ylläpitää hajoamista. Esimerkiksi madot syödessään maata hienon-
tavat sitä ja muuttavat sen kemikaalien biosaatavuutta. Joten biologiset tekijät muo-
dostavat laajan ja monimutkaisen vaikutusten verkon. Kuitenkin nyrkkisääntönä
voidaan sanoa - ei mikrobeja, ei hajotusta.
Edellä mainitut tekijät vaikuttavat biohajoavuuteen niin luonnon ympäris-
töissä kuin jätevedenpuhdistamoilla ja komposteissa. Jäteveden puhdistuksessa ja
komposteissa on hajotukselle erityisen otolliset olosuhteet. Näin esim. aktiiviliete-
laitoksella tapahtuu paljon haitallisten kemikaalien hajoamista vaarattomiksi.
Pohjoiset erityisolosuhteemme vaikuttavat kemikaalien hajoavuuteen pääsään-
töisesti negatiivisesti. Näitä piirteitä ovat: alhainen pH ja lämpötila, vesien ja mai-
den suhteellisen niukka ravinnesisältö, ja näihin oligotrofisiin oloihin tottunut mik-
robisto. Siksi on vaikeaa ennustaa kemikaalien käyttäytymistä ympäristössämme
pelkästään käytössä olevien hajoavuustestien avulla.
6.1.2 Biohajoavuustestien periaatteet
Nykyiset standardisoidut biohajoavuustestit on laadittu karkeiksi luokittelutesteiksi
(hajoaa/ei hajoa) määrittämään kemikaalin hajoavuuspotentiaalia. Ne eivät kyke-
ne yksinään ennustamaan kemikaalin todellista kohtaloa sen jouduttua ympäris-
töön. Testejä on kuitenkin kehitetty jäljittelemään tiettyjä ympäristöjä, useimmiten
jätevesien puhdistusprosesseja. Myös vaativampia luonnon omia oloja (vedet, se-
dimentti, maa) vastaavia testisysteemejä on esitelty kirjallisuudessa. Vasta tiedet-
täessä aineiden teoreettisesta kemiallisesta rakenteesta ja aktiivisuudesta (kulkeu-
tuvuus, biosaatavuus), myrkyllisyydestä, kokeellisesti todetusta biohajoavuudesta
sekä sen mahdollisesti ympäristöstä löydettävistä pitoisuuksista voidaan sen ym-
päristövaikutuksia arvioida.
Suurimmassa osassa käytettävistä biohajoavuustesteistä tutkitaan aineiden
hajoamista vesiliuoksina tai suspensioina. Tutkittavien kemikaalien pitoisuudet ovat
suhteellisen korkeita (10-400 mg (mg/L hiiltä) luonnon- tai jäteveden konsentraati-
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oihin verraten. Kun tutkittavan aineen pitoisuus on korkea kuten nykyisissä tes-
teissä, testin kuluessa sitä hajottavien ja ravintona käyttävien mikrobien määrä kas-
vaa eksponentiaalisesti ja siten myös hajoaminen on kiihtyvää. Ympäristön alhai-
sissa aineen pitoisuuksissa kemikaali ei voi ylläpitää tai kasvattaa sitä hajottavaa
mikrobistoa. Tällöin hajoaminen on lineaarista tapahtuen esim. kometabolian re-
aktioiden kautta.
Testeissä myös siirroksen mikrobimäärät ylittävät luonnon tason. Jotta näiden
testien antamaa tietoa pystyttäisiin edes jotenkin käyttämään hyödyksi, on jo pit-
kään rajattu käsitteet helppo, välitön hajoavuus (ready biodegradability) ja aineen
ominaisuuksiin pohjautuva luontainen, hidas hajoavuus (inherent biodegradabi-
lity).
Välitön biohajoavuus tarkoittaa nopeampaa hajoamista ankarimmissa testi-
oloissa. Se perustuu siirroksen välittömään kykyyn käyttää testiainetta aineenvaih-
dunnassaan sitä hajottaen, ilman sopeutumisvaihetta.
Luontainen aineen hajoavuus tarkoittaa, että hajottavalla mikrobipopulaati-
olla on yleensä geeniaineksessaan taito tarvittavaan aineen hajotusmetaboliaan.
Tällöin, ennen kuin hajotus alkaa, tarvitaan sopeutumisaika, jonka aikana esim.
tämän potentiaalisen hajottajamikrobiston entsyymikoneisto kytketään päälle.
Liuostesteissä tutkittava aine on yleensä ainoa hiilenlähde, jonka poistumaa
mitataan. Mitattavia mineralisaatiota osoittavia summasuureita ovat esim. liuen-
neen orgaanisen hiilen (DOC) poistuma, hiilidioksidin tuotto tai hapen kulutus.
Tällöin ei juurikaan saada tietoa hajoamisreiteistä tai syntyvistä aineenvaihdunta-
tuotteista, jotka saattavat olla lähtöainetta myrkyllisempiäkin. Tiedoksi saadaan vain
prosenttinen arvio, paljonko teoreettiseen arvoon (ThDOC, ThOD) verraten ainet-
ta häviää.
Perinteisissä pinta-aktiivisten aineiden hajoavuustestimenetelmissä mitataan
yleensä primaarihajoamista eli lähtöaineen pitoisuuden pienenemistä. Tällöin ei saada
tietoa mineralisaatiosta eikä syntyvistä hajoamistuotteista. Spesifisempää tietoa siitä,
mitä testissä todella tapahtuu, saadaan, jos tutkittavan aineen sekä sen aineenvaih-
duntatuotteiden pitoisuudet voidaan määrittää kemiallisella analytiikalla.
Radioaktiivisesti leimattuja yhdisteitä käyttäen voidaan hajoamisreitit selvit-
tää entistä tarkemmin. Jos halutaan tutkia kemikaalien hajoamista ympäristön pi-
toisuustasoilla tai esim. maaekosysteemeissä, leimattujen yhdisteiden käyttö on
usein ainoa varteenotettava vaihtoehto.
Testiliuoksen ravinnepitoisuus, happipitoisuus, pH sekä lämpötila vaikuttavat
ymmärrettävästi testiin. Tutkittavan kemikaalin pitoisuus saattaa aiheuttaa selvää
inhibitiota siirroksen mikrobeille. Tämä myrkyllisyys voidaan testata mikrobitoksi-
suustesteillä ennen hajoavuustestin alkua ja vasta sitten valita käytettävät pitoisuu-
det. Huonosti liukeneville ja haihtuville kemikaaleille on modifikaatioita olemassa
olevista testeistä, ja OECD:ssä ja ISO:ssa tehdään parhaillaan työtä tällä saralla.
Siirroksen lähde, suuruus ja sopeuttaminen kemikaaliin ovat luultavimmin
tärkeimmät testiin vaikuttavista tekijöistä. Siirros voi olla ympäristön omasta mik-
robistosta: vesistöstä, maasta tai sedimentistä. Yleisimmissä testeissä käytetään kun-
nallisen jäteveden puhdistamon aktiivilietettä. Siirroksessa tulee olla edustava ja
elinkelpoinen mikrobipopulaatio, ja se saa sisältää mahdollisimman vähän liuen-
nutta orgaanista hiiltä. Testiohjeissa on usein määrätty sekä siirroksen biomassan
määrä (kiintoaineksena) ja sen sallittu orgaanisen aineen pitoisuus.
Testin kesto on yleensä 28 vuorokautta standarditesteissä. Mutta siihen, katso-
taanko aine tietyssä testissä välittömästi (readily) hajoavaksi, vaikuttaa 10 vuoro-
kauden aikaikkuna, jonka katsotaan alkavan hajoamisen alkuhetkestä. Välittömästi
hajoavan aineen tulee OECD:n ohjeiden mukaan hajota 70%:sti tämän 10 päivän
kuluessa. Aine voidaan kuitenkin katsoa hitaasti (inherently) hajoavaksi, jos 28 vuo-
rokauden aikana siitä häviää 70%.
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Hajoavuustestien siirros on tavallisesti peräisin aktiivilietteestä, poistuvasta
jätevedestä, pintavesistä tai maauutteesta, ja sen mikrobitiheydelle on annettu oh-
jeellisia kiintoainepitoisuuteen perustuvia arvoja. Testien olosuhteet ja siirroksen
toimivuus tarkistetaan tietyillä refesenssikemikaaleilla (esim. bentsoaatti, aniliini,
asetaatti tai etyleeniglykoli), joiden tulee hajota vähintään 70 %:sti. Myös rinnak-
kaisten testien väliselle hajonnalle on annettu raja-arvoksi 20%.
Koska testimenetelmien olosuhteet, erityisesti testiaineen pitoisuus ja mikro-
bisiirros, eroavat huomattavasti todellisista ympäristön olosuhteista, joudutaan
kemikaalien ympäristöriskin arvioinnissa käyttämään toistaiseksi ekstrapoloituja
hajoamisvakioita eri ympäristöille. Biologisen hajoavuuden mittaamiseksi ympä-
ristöä vastaavissa olosuhteissa tuleekin kehittää uusia standardisoituja testiohjeita
sekä samalla parantaa nykyisten testien tulosten tulkintaa luotettavan hajoamiski-
netiikan arvioimiseksi.
6.2 Yleisimmät käytössä olevat testit
Eräiden nyt käytössä olevien testien juuret ovat vanhoissa OECD:n pinta-aktiivis-
ten aineiden hajoavuustesteissä, joissa mitattiin hajoamista kemiallisin analyysein.
Vaikka nykyisissäkin testeissä voidaan tutkia kemiallisesti testiaineen pitoisuutta,
yleisimmin käytetyt mittaustyökalut ovat DOC, hapenkulutus ja hiilidioksidin tuot-
to, joiden katsotaan indikoivan täydellistä hajoamista. Käytettävät testiliuokset ovat
OECD:n, EU:n ja ISO:n testeissä vastaavia pieniä poikkeuksia lukuunottamatta.
Seuraavaksi on lueteltu OECD:n ja ISO:n biohajoavuustestimenetelmät. Li-
säksi esitetään yleiskatsaus ISO:n menetelmien periaatteista, sovellettavuudesta sekä
vastaavuudesta OECD:n menetelmien kanssa.
6.2.1 OECDn menetelmät (1995)
Välitön (ready) hajoaminen:
OECD GL 301A, DOC Die Away
OECD Gl 301B, CO2 Evolution (Mod. Sturm test)
OECD GL 301C, Modified MITI (I)Test
OECD GL 301D, Closed Bottle Test
OECD GL 301E, Modified OECD Screening Test
OECD GL 301F, Manometric Respirometry Test
Hidas (inherent) hajoaminen:
OECD GL 302A, Modified Semi-Continuous-Activated-Sludge (SCAS) Test
OECD GL 302B, Zahn-Wellens/EMPA Test
OECD GL 303C, Modified MITI (II) Test
Muut:
OECD GL 303A, Aerobic Sewage Treatment: Coupled Units Test
OECD GL 304A, Inherent Biodegradability in Soil
OECD GL 306A, Biodegradability in Seawater
OECD 1993. Guidelines for testing chemicals. OECD. Paris.
OECD 1995. Detailed review paper on biodegradability testing. OECD Series on the
Test Quidelines Programme. Environment Monograph No 98, OECD, Paris.
SETAC 1997. Proceedings of the SETAC Workshop on Biodegradation Kinetics.
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6.2.2 ISOn standardit
ISO/TR 15462: 1997; Water quality - Selection of tests for biodegradability
SFS-EN ISO 27827: 1996; Evaluation of the “ultimate” aerobic biodegradability of organic com-
pounds in an aqueous medium. Method by analysis of dissolved organic carbon
(DOC).( ISO 7827: 1994)
SFS-EN ISO 29408:1999; Evaluation of the “ultimate” aerobic biodegradability of organic com-
pounds in an aqueous medium. Method by determining the oxygen demand in a clo-
sed respirometer. (ISO 9408: 1999)
SFS-EN ISO 9439:2000; Evaluation of the “ultimate” aerobic biodegradability of organic com-
pounds in an aqueous medium. Method by analysis of released carbon dioxide.2000.
(ISO 9439 :1999)
SFS-EN ISO 9887: 1995; Evaluation of the aerobic biodegradability of organic compounds in an
aqueous medium. Semi Continuous Activated Sludge method (SCAS test).(ISO
9887:1992)
SFS-EN ISO 29888: 1999; Evaluation of the aerobic biodegradability of organic compounds in
an aqueous medium-static test (Zahn-Wellens test).(ISO 9888:1999)
SFS-EN ISO 10634: 1996; Guidance for the preparation and treatment of poorly water soluble
organic compounds for the subsequent evaluation of their biodegradability in an
aqueous medium. (ISO 10634: 1995)
SFS-EN ISO 10707:1998; Evaluation of the “ultimate” aerobic biodegradability of organic com-
pounds in an aqueous medium. Method by analysis of biochemical oxygen demand
(Closed bottle test).(ISO 10707: 1994)
ISO 10708: 1997. Evaluation of the “ultimate” aerobic biodegradability of organic compounds
in an aqueous medium. Method by determining the biochemical oxygen demand in a
two-phase closed bottle test.
SFS- EN ISO 11733; 1998; Evaluation of the elimination and the biodegradability of organic
compounds in an aqueous medium - activated sludge simulation test. (ISO 11733: 1995)
SFS EN ISO 11734: 1998; Evaluation of the “ultimate” anaerobic biodegradability of organic
compounds in digested sludge - Method by measurement of the biogas production.
(ISO 11734: 1995)
ISO 14593 :1999; Evaluation of ultimate aerobic biodegradability of organic compounds in
aqueous medium - Method by analysis of inorganic carbon in sealed vessels (CO2
headspace test).
ISO 14592 : 2002; Part 1. Water quality - Evaluation of the aerobic biodegradability of organic
compounds at low concentrations - Part 1: Shake flask batch test with surface water or
surface water/sediment suspensions.
ISO 14592 :2002; Part 2. Water quality - Evaluation of the aerobic biodegradability of organic
compounds at low concentrations - Part 2: Continuous river model with attached bio-
mass.
ISO 16221 : 2001; Water quality – Guidance for determination of biodegradability in marine en-
vironment
ISO 18749: 2003; Water quality - Adsorbtion of substances on activated sludge - Batch test
using specific analytical methods
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Näytteenotto
Näytteenotto on olennainen ja tärkeä osatekijä kaikissa biologisissa tutkimuksissa.
Se vaikuttaa ratkaisevasti tuloksiin ja niiden käyttökelpoisuuteen. Biologisten mene-
telmien standardisointi on aikoinaan aloitettu näytteenotto-ohjeiden yhdenmukais-
tamisella. Kansainvälinen standardisointijärjestö ISO on laatinut lukuisia näytteen-
ottoon liittyviä yleisiä standardeja.Yksityiskohtaisempia näytteenotto-ohjeita esiin-
tyy myös useimmissa menetelmäkohtaisissa ISO- , CEN- ja SFS- standardeissa.
ISOn standardeja
ISO 5667-1: 1980; Water quality - Sampling – Part 1: Guidance on the design of sampling pro-
grammes. ISO 5667-1: 1980/Cor 1:1996
ISO 5667-2: 1991; Water quality - Sampling – Part 2: Guidance on sampling techniques
ISO5667-3: 2003; Water quality - Sampling - Part 3: Guidance on the preservation and handling
of water samples
ISO 5667-4: 1987; Water quality - Sampling - Part 4: Guidance on sampling from lakes, natural
and man-made
ISO 5667-5: 1991; Water quality - Sampling - Part 5: Guidance on sampling of drinking water
and water used for food and beverage processing
ISO 5667-6: 1990; Water quality - Sampling - Part 6: Guidance on sampling of rivers and stre-
ams
ISO 5667-7: 1993; Water quality - Sampling - Part 7: Guidance on sampling of water and steam
in boiler plants
ISO 5667-8: 1993; Water quality - Sampling - Part 8: Guidance on sampling of wet deposition
ISO 5667-9: 1992; Water quality - Sampling - Part 9: Guidance on sampling from marine waters
ISO 5667-10: 1992; Water quality - Sampling - Part 10: Guidance on sampling of waste waters
ISO 5667-11: 1993; Water quality - Sampling - Part 11: Guidance on sampling of groundwaters
ISO 5667-12: 1995; Water quality - Sampling - Part 12: Guidance on sampling of bottom sedi-
ments
ISO 5667-13: 1997; Water quality - Sampling - Part 13: Guidance on sampling of sludges from
sewage and water-treatment works
ISO 5667-14: 1998; Water quality - Sampling - Part 14: Guidance on quality assurance of envi-
ronmental water sampling and handling
ISO 5667-15: 1999; Water quality - Sampling - Part 15: Guidance on preservation and handling
of sludge and sediment samples
SFS EN ISO 5667-16: 1998; Water quality - Sampling - Part 16: Guidance on biotesting of samp-
les (ISO 5667-16: 1998)
Tämä standardi antaa käytännön yleisohjeita biotesteihin liittyvään näytteenot-
toon, näytteiden esikäsittelyyn, biotestien suorittamiseen ja niiden tulosten arvi-
ointiin. Se sisältää tietoa siitä, miten biotestauksen yhteydessä ilmeneviä ongelmia
voidaan ratkaista. Erityisesti käsitellään asioita, jotka liittyvät näytteenottoon, vesi-
näytteiden esikäsittelyyn ja niiden valmisteluun testejä varten. Standardi sisältää
myös ohjeita näytteiden käsittelystä testin aikana, erityisesti silloin kun testataan
vesiä tai jätevesiä, jotka sisältävät pysymättömiä tai muuntuvia aineita tai yhdistei-
tä. Standardissa esitellään myös pääperiaatteita biotesteihin liittyvästä laadunvar-
mistuksesta sekä tulosten käsittelystä ja ilmoittamisesta. Erityistä huomiota kiinni-
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tetään ekotoksikologiseen testaukseen yksilajitesteillä. Osa ohjeista soveltuu kui-
tenkin myös hajoavuus- ja kertyvyystestien yhteyteen. Standardissa korostetaan
myös huonosti vesiliukoisten aineiden valmistusta ennen testausta sekä testattaes-
sa vesiliukoisuuden rajoilla olevia aineita. Tämä standardi on hyödyllinen toksi-
suustestejä suunnitteleville sekä muistinvirkistykseksi myös testejä jo pidemmän
aikaakin tehneille tutkijoille.
ISO 5667-17: 2000; Water quality – Sampling – Part 17: Guidance on sampling of suspended se-
diments
ISO 5667-18: 2001; Water quality – Sampling – Part 18: Guidance on sampling of groundwaters
at contaminated sites
Muita standardeja
SFS 5076:1989; Water quality - Sampling of the bottom fauna on soft bottoms with Ekman
grab. Vesitutkimukset - Pohjaeläinnäytteenotto Ekman-noutimella pehmeiltä pohjilta.
SFS 5077:1989; Water quality - Handnet sampling of bottom fauna in running waters. Vesitut-
kimukset - Pohjaeläinnäytteenotto käsihaavilla virtaavissa vesissä.
SFS 5730:1992; Water quality - Sampling of bottom fauna and sediments on soft bottoms with
tube sampler. Vesitutkimukset - Pehmeiden pohjien pohjaeläimistön ja sedimentin
näytteenotto putkinoutimella.
SFS-EN ISO 28265:1994; Water quality - Design and use of quantitative samplers for benthic
macro-invertebrates on stony substrata in shallow freshwaters (ISO 8265:1988). Veden
laatu - Pohjaeläinten kvantitatiivinen näytteenotto matalilta kivikkopohjilta. Noutimien
mallit ja käyttö.
SFS-EN ISO 27828 :1994; Water quality - Methods of biological sampling. Guidance on hand-
net sampling of aquatic macro-invertebrates (ISO 7828:1985).
SFS-EN ISO 9391:1995; Water quality - Sampling in deep waters for macro-invertebrates. Gui-
dance on the use of colonization, qualitative and quantitative samplers (ISO 9391:1993).
SFS-EN 13946: 2003; Water quality - Guidance standard for routine sampling and pretreatment
of benthic diatoms from rivers for water quality assessment. Veden laatu. Jokivesien pii-
levien näytteenotto ja esikäsittely.
ISO/DIS 16665 ; Water quality - Guidelines for quantitative investigations of marine soft-bot-
tom benthic fauna. (valmisteilla)
ISO/19493; Water quality – Guidance on marine biological surveys of littoral and sublittoral
hard bottom. (valmisteilla)
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Laadunvarmistus
Ympäristöviranomaiset tarvitsevat päätöksentekoaan varten luotettavaa ja laadu-
kasta tietoa ympäristöä kuormittavista tekijöistä ja ympäristön tilasta. Tutkimustu-
losten yhtenäisyyden ja vertailtavuuden vuoksi on tarpeellista varmistaa, että vaih-
telut tuloksissa johtuvat muutoksista ympäristön tilassa tai testattavista näytteistä.
Tämä edellyttää tarkkaa erittelyä ja dokumentointia koko tiedontuotantoketjun
yksityiskohdista. Hyvin suunniteltu ja toimiva laadunvarmistusohjelma on ainoa
keino varmistaa tuotetun tiedon oikeellisuus, vertailtavuus ja tieteellinen arvo. Tut-
kimustulosten laatutasoa voidaan parantaa tiedon tuottajille asetettavilla yhden-
mukaisilla vaatimuksilla ja ohjeilla.
Tavallisesti laadunvarmistuksella ymmärretään toimintoja, jotka tapahtuvat
laboratoriossa, mutta todellisuudessa sitä on tarpeen soveltaa ympäristötutkimuk-
sen kaikkiin eri vaiheisiin. Tutkimusten vaiheet ovat useimmiten seuraavat: tutki-
musohjelman suunnittelu, näytteenotto tai muu kenttätoiminta, näytteiden säilöntä
ja kuljetus, laboratoriossa tapahtuva analysointi tai testien suorittaminen sekä tu-
losten käsittely ja raportointi. Käsite laadunvarmistus kattaa kaikki edellä luetellut
osa-alueet.
Analyyttinen laadunvarmistus on eräs kulmakivi tiedon luotettavuudessa ja
vertailtavuudessa. Laboratorioden väliset interkalibroinnit paljastavat analyyttisiä
virheitä ja varmistavat vertailtavuuden. Tämä on tärkeätä varsinkin silloin, kun
tuloksia käsitellään useiden maiden tai organisaatioiden kesken. Menetelmien ja
työvaiheiden tulee olla täysin kuvailtuja, validoituja ja pätevien henkilöiden teke-
miä sekä testattuja referenssiä vasten. Nämä vaatimukset koskevat niin kenttä-, kuin
laboratoriotutkimuksia.
Kansainvälisissä standardeissa (mm. ISO 9000 sarja) käytetään termiä “ana-
lyyttinen laadunvarmistus”, joka on sovellettavissa myös biologisiin tutkimuksiin.
Koko tiedontuotantoketjun tulee olla laatuvarmistettu. Laadun varmistusmittauk-
set voidaan jaotella neljään osaan: valmisteluvaihe, sisäinen laaduntarkkailu, ul-
koinen laadun auditointi sekä arviointi ja dokumentointi.
OECDn menetelmäohjeiden mukainen kemikaalien myrkyllisyyden testaus
edellyttää GLP-systeemiä. Suomessa ympäristötutkimuksia tekeviltä laboratorioilta
ja tutkimuslaitoksilta edellytetään useimmiten menetelmäkohtaista akkreditointia.
CEN/ TC 230 Water analysis komitean työryhmän WG 2 Biological and ecolo-
gical assessment methods alaisuudessa toimii alaryhmä: TG 6; Quality assurance in
biological methods, jossa on aloitettu biologisten tutkimusten laadunvarmistuk-
seen liittyvien standardien valmistelu.
Näytteenottajien henkilösertifiointi
Ympäristötutkimusten ja -seurantojen laatutason parantamiseksi on maahamme
perustettu ympäristönäytteenottajien henkilösertifiointijärjestelmä. Sen tehtävä-
nä on arvioida ympäristöhallinnon alalla toimivien näytteenottajien ammattipäte-
vyys objektiivisin perustein. Järjestelmä luotiin Suomen ympäristökeskuksen yh-
teyteen vuoden 1998 aikana. Sertifiointitoiminta on järjestetty standardin ISO/IEC
17024:2003 mukaisesti.
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Tämä sertifiointijärjestelmä tarjoaa mahdollisuuden varmistaa hakijan päte-
vyys ympäristönäytteenottoon sekä ympäristömittaus- ja -havainnointitoimintaan.
Pätevyydellä tarkoitetaan tässä yhteydessä sitä, että hakija tuntee tälle toiminnalle
asetetut yleiset laatuvaatimukset ja että hänellä on käytännön toiminnan edellyttä-
mät, päätöksessä tarkemmin määritellyt erityiset tiedot ja taidot. Hakija voi varmis-
taa pätevyytensä yhdellä tai useammalla erikoisalalla.
Erikoispätevyyden aloja ovat:
• Vesi- ja vesistönäytteet (koskee näytteenottoa talousvedestä, jätevesistä, sa-
dannasta, vesistöistä ja pohjavedestä).
• Näytteet maaperästä ja kiinteistä jätteistä (koskee näytteenottoa maaperästä,
kaatopaikoilta ja pohjavedestä).
• Näytteet ilmasta ja laskeumasta (koskee näytteenottoa ja mittausta ulkoilmas-
ta ja sadevedestä liittyen niihin liuenneisiin ja sekoittuneisiin kaasuihin, hiuk-
kasiin ja muihin epäpuhtauksiin sekä laskeumasta, erikoispätevyys ei koske
kuitenkaan päästömittauksia).
• Eliöstönäytteet (koskee näytteenottoa kasvillisuudesta ja eläimistöstä sekä täl-
laisten näytteiden kenttäkäsittelyä luonnon eri osista, kuten vesistä, metsistä,
pelloilta jne.).
• Ympäristömittaus ja -havainnointi (koskee havaintojen ja mittausten tekemistä
mm. metsien arvioinnin yhteydessä terrestrisestä ympäristöstä sekä hydrolo-
gisen seurannan yhteydessä vesivaroista).
http://www.ymparisto.fi/palvelut/sertifi/index.htm
Julkaisuja
Quality assurance in environmental Monitoring. A Guidance document. TemaNord 1997: 591.
Nordic Council of ministers. 86 s
Quality assurance of fieldwork. TemaNord 1997.590. Nordic Council of Ministers. 42 s
HELCOM, Manual for Marine Monitoring in the COMBINE Programme of Helcom. 2001. Part
B. General guidelines on quality assurance for monitoring in the Baltic Sea
ISO 17025; General requirements for the competence of testing and calibration laboratories
ISO 9001 (2000); Quality Management Systems- Requirements
CEN/TC 230/WG 2/ TG 6/N 32; Guidance on assuring the quality of biological and ecological
assessments in the aquatic environment. (valmisteilla)
ISO 20281; Water quality – Guidance on statistical interpretation of ecotoxicity data. (valmis-
teilla).
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Euroopan pintavesien suojelua ohjaavat nykyisin useat EU direktiivit, joista vesien laadun kan-
nalta tärkein on vuonna 2000 voimaan tullut vesipuitedirektiivi (2000/60/EY). Siinä on esitetty
lähtökohdat vesien tyypittelylle, luokittelulle ja seurannoille. Vesistöjen ekologisen luokittelun
perustan muodostaa vesieliöstö (plankton, vesikasvit, pohjaeläimet ja kalat). Toistaiseksi kuiten-
kin vain pieni osa Euroopan vesistöjen biologisesta tutkimuksesta ja seurannasta tehdään yh-
denmukaisilla menetelmillä.
Tähän ohjeistoon on koottu keskeisimmät käytössä olevat ja käyttöön soveltuvat biologiset
menetelmät, joilla Suomen vesistöjen ekologista tilaa on perinteisesti tutkittu ja seurantatietoa
tuotettu. Siihen on koottu myös kansainvälisenä yhteistyönä laadittuja vesibiologiaan ja ekotok-
sikologiaan liittyviä menetelmästandardeja. Yhdenmukaisten menetelmien käyttö parantaa tut-
kimustulosten vertailtavuutta ja vesistöjen ekologisen tilan luokittelua Euroopassa. Ohjeiston ta-
voitteena on antaa kokonaiskuva menetelmistä sekä helpottaa niiden valintaa ja käyttöä.
Julkaisu on laadittu SYKEssä toimivan Biologisten vesitutkimusmenetelmien standardisointi-
työryhmän aloitteesta.
Marja Ruoppa ja Pertti Heinonen (toim.)
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Skydd av ytvatten styrs av många EU direktiv, varav det viktigaste är Europeiska unionens vat-
tenramdirektivet (2000/60/EY). Direktivet ger grunderna för typindelning, ekologisk klassifice-
ring samt övervakning för sjöar och floder. Vattendragens ekologiska klassificering bygger på
biologiska element (plankton, vattenväxter, invertebrater och fisk). Än så länge har bara en liten
del av biologiska undersökningar och monitoring i Europa utförts enligt harmoniserade meto-
der.
Handboken omfattar väsentliga metoder som har varit i bruk och är användbara för vatten-
biologiska undersökningar i Finland. Den innehåller också nationella och internationella metod-
standarder för vattenbiologi och ekotoksikologi. Användning av harmoniserade metoder förbät-
trar jämförbarheten av resultat och vattendragens ekologiska klassificering i Europa.
Målsättningen har varit att ge en helhetsbild av forskningsmetoder samt att underlätta val
och bruk av dem i framtiden.
Publikationen har uppgjorts av arbetsgruppen, som i SYKE ansvarar för standardisering av
biologiska vattenundersökningsmetoder.
Marja Ruoppa och Pertti Heinonen
Biologiska vattenundersöknings metoder i Finland
Miljöforskning, vattenundersökning, biologiska metoder, metodstandard, vattenkvalitet,
monitoring, ekotoksikologi
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The current protection of European surface waters is governed by many EU directives. The most
important one is the Directive of the European Parliament and of the Council establishing a fra-
mework for Community action in the field of water policy (WPD) (2000/60/EC). The WFD will es-
tablish a framework for the protection of inland surface, transitional and costal waters in the EU
area. The main aims are to prevent any further deterioration, to protect and enhance the status
of aquatic ecosystems and to achieve good ecological and chemical status of waters. The classifi-
cation of fresh waters will be based on four biological elements (plankton, aquatic macrophytes,
macroinvertebrates and fish). In WFD, CEN and ISO standards use is specified for classification
and monitoring the biological elements.
This guideline is a summary of the biological and ecotoxicological methods used and available
for water quality research and monitoring in Finland. It includes short discriptions of the met-
hods and also national and international methodstandards for biological and ecotoxicological
water quality research. The aim is to give guidance on how to choose and use the methods.
The publication has been prepared in cooperation with the national standardisation working
group for the biological water research methods.
Marja Ruoppa and Pertti Heinonen (eds.)
Biological surveying methods for waters in Finland
Environmental research, water quality, biological methods, standards, monitoring, ecotoxicology
Euroopan pintavesien yleistä suojelua ohjaa vuonna 2000 voimaan tullut vesipuite-
direktiivi (2000/60/EY). Siinä on esitetty vesiensuojelun tavoitteet, seurannan
lähtökohdat, yleisohjeet vesien luokittelulle sekä vesien ominaisuuksien ja vesis-
töön kohdistuvien ympäristöpaineiden kartoitukselle. Ekologisen luokittelun
perustan muodostavat vesieliöstö sekä vesikemia ja habitaatit niiden elinympäristö-
nä. Direktiivi edellyttää, että tutkimuksissa ja seurannoissa tulee, mikäli mahdollis-
ta, käyttää olemassa olevia ISO- ja EN-menetelmästandardeja. Yhdenmukaisten
menetelmien käyttö parantaa tutkimustulosten ja vesistöjen ekologisen tilan
vertailtavuutta Euroopassa.
Tähän ohjeistoon on koottu keskeisimmät Suomessa käytössä olevat ja käyttöön
soveltuvat vesibiologiaa kuvaavat tutkimusmenetelmät sekä aiheeseen liittyvät
kansalliset ja kansainväliset standardit.
Ohjeistossa on kuvattu:
– Vesien tilan arvioinnissa käytettäviä menetelmiä
– Biologisia testejä
– Ekotoksikologisia  tutkimusmenetelmiä
– Kertyvyystutkimuksia
– Kemikaalien biologiseen hajoavuuteen liittyviä menetelmiä
– Näytteenottoa
– Laadunvarmistukseen liittyviä asioita
Ohjeiston tarkoituksena on antaa kokonaiskuva menetelmistä sekä helpottaa niiden
valintaa ja käyttöä. Sen valmistelusta on vastannut SYKEssä toimiva Biologisten
vesitutkimusmenetelmien standardisointityöryhmä.
Suomessa käytetyt biologiset vesitutkimusmenetelmät
SUOMEN YMPÄRISTÖKESKUS PL 140, 00251 HELSINKI
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